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Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurden elektrophysiologische Experimente an spannungsab-
ha¨ngigen Kaliumkana¨len (Kv-Kana¨le) mittels der
”
patch-clamp“ Technik durchgefu¨hrt,
um den Wirkmechanismus mehrfach ungesa¨ttigter Fettsa¨uren (PUFA- polyunsaturated
fatty acid) zu untersuchen. Die generelle Aufgabe von Kv-Kana¨len besteht darin, das
Ruhemembranpotential durch die Leitung von Kaliumionen von intra- nach extrazel-
lula¨r nach einer Membrandepolarisation wieder herzustellen. Stellvertretend fu¨r die
Familie der Kv-Kana¨le wurden experimentelle Untersuchungen am Shaker IR (∆6-46)-,
Kv2.1- und Kv3.1-Kanal durchgefu¨hrt. Wa¨hrend der Shaker-Kanal in der Fruchtfliege
”
Drosophila melanogaster“ exprimiert wird, sind der Kv2.1- und Kv3.1-Kanal u.a. in
Neuronen, im Pankreas, in Kardiomyozyten oder in den glatten Gefa¨ßmuskelzellen des
Menschen zu finden.
Den 12 Subfamilien der Kv-Kana¨le gemein ist deren molekularer Aufbau bestehend
aus vier gleichen α-Untereinheiten, wobei sich jede aus sechs Transmembrandoma¨nen
(S1-S6) und dem intrazellula¨rem N- bzw. C-Terminus zusammensetzt. Dabei bilden
die Transmembransegmente S1-S4 die Spannungssensordoma¨ne und S5 und S6 mit
dazwischenliegender
”
P-Schleife“ die Porendoma¨ne einer α-Untereinheit.
Nach O¨ffnung durch Membrandepolarisation zeigen viele Kv-Kana¨le eine starke Ab-
nahme der Aktivita¨t. Dieses Verhalten wird als Inaktivierung bezeichnet und beein-
flusst maßgeblich die Dauer und Frequenz von Aktionspotentialen in z.B. Neuronen
und Muskelzellen. Gegenwa¨rtig werden zwei Inaktivierungsmechanismen unterschieden:
”
N-type“- und
”
C-type“ Inaktivierung. Bei der
”
N-type“- oder auch
”
ball-and-chain“
Inaktivierung handelt es sich um einen sehr schnellen Inaktivierungsmechanismus.
Dabei dringen Polypeptidketten des N-Terminus (sogenannte Inaktivierungsdoma¨nen)
a¨hnlich einem
”
open-channel“ Blocker in die Pore ein und verschließen diese. Im Rah-
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men der langsamer ablaufenden
”
C-type“ Inaktivierung kommt es zu Konformations-
a¨nderungen im Bereich der a¨ußeren Pore und des Selektivita¨tsfilters, was einen Verlust
der Ionenleitfa¨higkeit (Porenkollaps) zur Folge hat.
Ein weiterer erst seit einigen Jahren bekannter Inhibitionsmechanismus, welcher der
”
N-type“ Inaktivierung a¨hnelt, ist die Inhibition durch PUFA (u.a. Arachidonsa¨ure
und Anandamid). Der molekulare Mechanismus der PUFA-Inhibition ist derzeit nicht
abschließend gekla¨rt und Gegenstand dieser Arbeit. Eine Vielzahl von Faktoren u.a.
die Aktivierung der Phospholipase A2 (PLA2) im Rahmen von Rezeptorstimulation
oder Entzu¨ndungsprozessen fu¨hren zur Freisetzung von Arachidonsa¨ure. Die Inhibi-
tion von Kv-Kana¨len durch PUFA wie z.B. Arachidonsa¨ure ist von potentiell großer
physiologischer- und pathophysiologischer Relevanz, weil dadurch u.a. das Frequenz-
verhalten von z.B. Neuronen moduliert werden wu¨rde.
In zwei erst ku¨rzlich vero¨ffentlichten Arbeiten (Decher et al., 2010; Moreno-Galindo et
al., 2010) wurde das Konzept einer
”
open-channel“ Blockade durch PUFA postuliert.
Dabei sollen intrazellula¨re PUFA in der Pore von Kv-Kana¨len binden und diese dadurch
verschließen. Oliver et al. postulierten hingegen, dass PUFA u¨ber einen allosterischen
Mechanismus eine Konformationsa¨nderung am Selektivita¨tsfilter induzieren und a¨hn-
lich der
”
C-type“ Inaktivierung zu einem Porenkollaps fu¨hren (Oliver et al., 2004).
Die Ergebnisse meiner Arbeit implizieren, dass der Wirkmechanismus der Inhibition
von Kv-Kana¨len durch PUFA eine Kombination beider postulierten Mechanismen dar-
stellt. So ist es wahrscheinlich, dass PUFA in der Pore binden und mit den Aminosa¨uren
der S6-Segmente interagieren. Das Binden in der Pore fu¨hrt aber vermutlich nicht
zur Blockade der Pore sondern induziert u¨ber einen allosterischen Mechanismus eine
Konformationsa¨nderung im Bereich des Selektivita¨tsfilters, was zum Verlust der Kalium-
leitfa¨higkeit fu¨hrt (Porenkollaps).
Dieser Porenkollaps am Selektivita¨tsfilter unterscheidet sich jedoch von der
”
klassischen“
”
C-type“ Inaktivierung. Meine Ergebnisse zeigen, dass Punktmutationen, welche die
”
C-type“ Inaktivierung beeinflussen keine Wirkung auf die PUFA-induzierte Inaktivie-
rung haben.
Im letzten Teil meiner Arbeit sind verschiedene endogene hydrophobe Substanzen
u.a. Lysophospholipide, welche als Hydrolyseprodukt der Phospholipase A2 neben der
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Arachidonsa¨ure entstehen, untersucht worden. Alle untersuchten Substanzen fu¨hren,
a¨hnlich der Arachidonsa¨ure, zu einer Inaktivierung von Kv-Kana¨len. Die Ergebnisse
zeigen, dass strukturell verschiedene hydrophobe Substanzen in der Pore von
Kv-Kana¨len binden und eine Inaktivierung am Selektivita¨tsfilter auslo¨sen.
Dieser Wirkmechanismus, dass bestimmte hydrophobe Substanzen durch Bindung an
Kv-Kana¨len einen allosterischen Inaktivierungsmechanismus auslo¨sen, ist neuartig und
sollte fu¨r andere hydrophobe Verbindungen u.a. fu¨r Medikamente weiter untersucht
werden.
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1 Einleitung
Kaliumkana¨le sind eine sehr alte Proteinfamilie, die sowohl in prokaryontischen als auch
eukaryontischen Zellen exprimiert und phylogenetisch von einer gemeinsamen Urform
abstammen (Derst and Karschin, 1998). Fu¨r Kaliumkana¨le kodierende Gensequenzen
ko¨nnen in fast allen Organismen wie z.B. Bakterien, Pilzen, Pflanzen, Intervertebraten
und Vertebraten nachgewiesen werden (Jan and Jan, 1997). Nach Sequenzierung des
menschlichen Genoms wurden initial 67 Kaliumkanalgene beschrieben (Venter et al.,
2001). Aus einer DNA-Sequenz ko¨nnen zudem durch alternatives Spleißen verschiedene
mRNA-Transkripte generiert oder die Proteine posttranslational modifiziert werden.
Auch die Assoziation der Kv-Kana¨le mit akzessorischen Proteinen wie β-Untereinheiten
(Robertson, 1997) ist mo¨glich. Im Weiteren ko¨nnen durch Zusammenlagerung ver-
schiedener α-Untereinheiten in der Regel einer Subfamilie (Covarrubias et al., 1991;
Salkoff et al., 1992) Heterotetramere entstehen (Christie et al., 1990; Isacoff et al., 1990;
Ruppersberg et al., 1990). Damit stellt die Familie der Kaliumkana¨le die gro¨ßte und
vielfa¨ltigste Gruppe aller Ionenka¨nale dar (Coetzee et al., 1999). Kaliumkana¨le werden
sowohl in erregbaren als auch in nicht erregbaren Zellen exprimiert und sind an vielen
Signaltransduktionsprozessen im menschlichen Organismus beteiligt. Dazu geho¨ren u.a.
die Regulation der Herzfrequenz, des Tonus glatter Muskelzellen, der Insulinsekretion
und der neuronalen Erregbarkeit, sowie die Steuerung der Hormon- bzw. Transmitterse-
kretion, die Aufrechterhaltung der Kaliumhomo¨ostase und die Osmoregulation (Shieh
et al., 2000).
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1.1 Historie der Kv-Kana¨le
In dieser Arbeit sollen im speziellen die spannungsabha¨ngigen Kaliumkana¨le
(Kv-Kana¨le), Shaker IR (∆6-46)-, Kv2.1- und Kv3.1-Kanal untersucht werden. Ent-
deckt wurden die Kv-Kana¨le bereits im Jahr 1936 im Riesenaxon des Tintenfisches
Loligo (Hodgkin et al., 1952). Erst viele Jahre spa¨ter im Jahr 1987 gelang es zum
ersten Mal eine Gensequenz der Fruchtfliege
”
Drosophila melanogaster“ zu klonieren,
welche fu¨r einen spannungsempfindlichen Kaliumkanal kodierte (genannt
”
A-Kanal“)
(Kamb et al., 1987; Papazian et al., 1987). Das fu¨r den Shaker-Kanal kodierende
”
Sh-Gen“ war entdeckt. Analog zur Homologie dieser Kanaluntereinheit wurden drei
weitere Kv-Kana¨le im Genom der Fruchtfliege Drosophila identifiziert (Butler et al.,
1989, 1990; Wei et al., 1990; Covarrubias et al., 1991). Dabei handelte es sich um
das
”
Shab,- Shaw- und Shal-Gen“, welche fu¨r die nach standardisierter Nomenklatur
benannten Kv2,- Kv3- und Kv4-Kana¨le kodieren (Chandy, 1991; Chandy and Gutman,
1995). Kv-Kana¨le aus Sa¨ugetieren (wie Ma¨usen und Menschen) konnten erstmalig
durch Salkoff et al. im Jahr 1992 kloniert werden.
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1.2 Molekularer Aufbau der Kv-Kana¨le
Heute sind insgesamt 12 Subfamilien der Kv-Kana¨le (Kv1.x-Kv12.x) bekannt (Abb.1.1)
(Gutman et al., 2005). Die Zuordunung eines Kv-Kanals zu einer Subfamilie erfolgte
bei phylogenetischer U¨bereinstimmung der Proteinsequenz von ca. 65%.
Abbildung 1.1: Phylogenetischer Baum der Kv-Kana¨le nach Gutman et al., 2005.
Links Kv1- Kv9 Familien und Rechts Kv10- Kv12 Familien, erga¨nzend die
KCN-Nomenklatur der
”
Human Genome Organisation“ (HUGO) (White et
al., 1997) und die Lokalisation auf dem Chromosom.
Allen Kv-Kana¨len gemein ist ihr molekularer Aufbau aus vier meist gleichen α-Unterein-
heiten. Jede α-Untereinheit besteht aus sechs Transmembrandoma¨nen (S1-S6) (Jan
and Jan, 1992; Pongs, 1992; Chandy and Gutman, 1995), dem intrazellula¨ren N- bzw.
C-Terminus und der extrazellula¨ren P-Schleife. Insgesamt setzt sich ein funktionsfa¨hi-
ger Kv-Kanal aus vier α-Untereinheiten, welche eine membranintegrierte Pore bilden,
zusammen.
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Die Transmembransegmente S1-S4 bilden die Spannungssensordoma¨ne einer α-Unter-
einheit, wobei das S4-Segment den eigentlichen Spannungssensor darstellt und an jeder
dritten Stelle der Aminosa¨uresequenz positiv geladene Arginin- oder Lysinreste aufweist
(Catterall, 1988; Liman et al., 1991; Papazian et al., 1991) (Abb.1.2).
Abbildung 1.2:Aufbau einer α-Untereinheit eines Kv-Kanals (schematisch),
bestehend aus sechs Transmembrandoma¨nen (S1-S6) und einem N- und
C-Terminus. Als Spannungssensor dient das S4-Segment. Die Pore mit
Selektivita¨tsfilter wird durch das S5- und S6 Segment gebildet.
Der Aktivierungsprozess wurde in zahlreichen Publikationen diskutiert und anhand
verschiedener Modelle u.a. dem
”
helical screw“- (Durell et al., 2004; Shrivastava et al.,
2004),
”
gating pore“- (Yang et al., 1996),
”
transporter“- (Starace and Bezanilla, 2004)
und dem
”
paddle“-Modell interpretiert. Das
”
paddle“-Modell wurde nach Etablierung
der Kristallstruktur am KvAP-Kanal des Aeropyrum pernix, einem Einzeller, welcher
der Archaea angeho¨rt (Jiang et al., 2003a,b) und etwas spa¨ter am eukaryontischen
Kv1.2(β2)-Kanal (Long et al., 2005a,b) (Abb.1.4A-C) beschrieben. Es konnte gezeigt
werden, dass das antiparallel zueinander stehende S3- und S4-Segment (
”
voltage-sensor
paddle“) eine funktionelle Einheit bilden, welche im geschlossenen Zustand nah an
der intrazellula¨ren Seite lokalisiert ist. Wa¨hrend des Aktivierungsprozesses macht das
”
voltage-sensor paddle“ eine große Aufwa¨rtsbewegung durch und steht dann fast par-
allel zur Porenachse (Abb.1.3). Dies fu¨hrt zur Umlagerung von Segment 5 und 6 und
damit zur O¨ffnung des intrazellula¨ren Poreneingangs.
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Abbildung 1.3:
”
Voltage-sensor paddle“-Modell (schematisch).
A Kv-Kanal im geschlossenen Zustand. B Bei einer Depolarisation macht
das S3-S4-Segment (
”
paddle“) eine große Aufwa¨rtsbewegung und induziert
die O¨ffnung des intrazellula¨ren Poreneingangs, wodurch die Leitung von
Kaliumionen (blau) von intra- nach extrazellula¨r ermo¨glicht wird.
Die Verbindung zwischen Spannungssenor und Pore ist durch eine amphipathische
α-Helix, dem
”
S4-S5 linker“ gewa¨hrleistet, welcher parallel zur intrazellula¨ren Mem-
branseite ausgerichtet ist. Um die spannungsinduzierte Bewegung des S3-S4-Segmentes
auf das S6-Segment zu u¨bertragen und die Pore zu o¨ffnen, interagiert der
”
S4-S5
linker“ mit dem C-terminalen Ende des S6-Segmentes unterhalb der Pro-X-Pro-Sequenz
(
”
activation-gate“), wobei
”
X“ eine beliebige Aminosa¨ure sein kann (Long et al., 2005b)
(Abb.1.4A). Die Pro-X-Pro-Sequenz wird in zahlreichen Kv-Kana¨len exprimiert und
gewa¨hrleistet korrekte Interaktionen zwischen dem Spannungssensor und der Pore.
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Abbildung 1.4:Kristallstruktur des Kv1.2(β2)-Kanals.
A Ba¨nderdarstellung einer β-Untereinheit in Seitenansicht bestehend aus
sechs Transmembransegmenten (S1-S6), dem
”
S1-T1 linker“ (siehe Ab-
schnitt 1.3/1.4.1), dem
”
S4-S5 linker“, welcher die Spannungssensordoma¨ne
mit der Porendoma¨ne verbindet, der Prolin-X-Prolin Sequenz im S6-
Segment und dem C-und N-Terminus. B Ba¨nderdarstellung des Kv1.2(β2)-
Kanals in Seitenansicht. Die vier α-Untereinheiten sind in unterschiedlichen
Farben dargestellt. Zusa¨tzlich ist jede T1-Doma¨ne mit einer β2-Untereinheit
(siehe Abschnitt 1.3/1.4.1) assoziiert. C Aufsicht von der extrazellula¨ren
Seite (vera¨ndert nach Long et al., 2005).
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Die Porendoma¨ne, an deren Bildung jede α-Untereinheit des Tetramers durch die
Transmembranhelices S5- und S6 und der dazwischen liegenden
”
P-Schleife“ beteiligt
ist (Yellen, 2002), entha¨lt hochkonservierte Aminosa¨uresequenzen (TVGYG), welche
fu¨r die hohe Kaliumselektivita¨t in Kv-Kana¨len verantwortlich sind (Selektivita¨tsfilter).
Diese Sequenz ist vermutlich bei Eu- und Prokaryonten gleich (Long et al., 2005a).
Demzufolge kann der Aufbau der Pore auch am bakteriellen Kaliumkanal KcsA (Doyle
et al., 1998) erkla¨rt werden (Abb.1.5A). Die Porenstruktur des KcsA-Kanals wird
durch die inneren Helices der vier Kanaluntereinheiten gebildet. Dabei erinnert die
Form an einen umgekehrten Kegel mit dem Selektivita¨tsfilter an der breiten Basis.
Der Selektivita¨tsfilter weist insgesamt vier Bindungsstellen fu¨r Kaliumionen auf, wobei
gleichzeitig immer nur zwei Bindungsstellen besetzt sind. Daraus ergeben sich folgende
Konfigurationen: Kaliumion-Wasser-Kaliumion-Wasser (1-3 Konfiguration) (Abb.1.5B)
und Wasser-Kaliumion-Wasser-Kaliumion (2-4 Konfiguration) (Zhou and MacKinnon,
2003). Die relative Verteilung wird durch die Karbonylsauerstoffe der Aminosa¨uren
TVGYG bestimmt, welche die Hydrathu¨lle der Kaliumionen durch Ausbildung einer
Ringstruktur ersetzen. Damit ist die Grundlage fu¨r die hohe Selektivita¨t gelegt, welche
die Kv-Kana¨le befa¨higt Kaliumionen passieren zu lassen und Natrium- oder Lithiumio-
nen mit kleineren Atomradien nicht.
Ein großer mit Wasser gefu¨llter Bereich, die Kavita¨t, befindet sich im Zentrum des
Kanals. Sie reicht extrazellula¨r bis zum Selektivita¨tsfilter und intrazellula¨r bis zum
”
activation-gate“ im Bereich des terminalen S6-Segmentes nahe der PXP-Sequenz.
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Abbildung 1.5:Kristallstruktur KcsA-Kanal.
A Zur besseren U¨bersicht sind nur zwei der vier α-Untereinheiten des
bakteriellen Kaliumkanals abgebildet. In Blau sind die a¨ußere und innere
Helix und in Grau/Rot die Aminosa¨uren der Porenregion und des
Selektivita¨tsfilters (TVGYG) dargestellt (vera¨ndert nach Doyle et al., 1998).
Die vier Bindungsstellen fu¨r Kaliumionen sind gleichzeitig immer nur in
der B 1-3- oder 2-4-Konfiguration besetzt. Die relative Verteilung wird
dabei durch Interaktionen der Kaliumionen mit den Karbonylsauerstoffen
der Aminosa¨uren TVGYG bestimmt (vera¨ndert nach Schmidt und Lang,
2007).
1.3 Bedeutung von β-Untereinheiten
Kv-Kana¨le sind oftmals mit cytoplasmatischen oder membransta¨ndigen regulatori-
schen β-Untereinheiten (Kvβ1 und Kvβ2) assoziiert (Isom et al., 1994; Catterall,
1995; Yellen, 2002; Hanlon and Wallace, 2002), welche vermutlich fu¨r jede Subfami-
lie separat existieren. β-Untereinheiten sind zytoplasmatische Proteine, die eine hohe
Sequenzhomologie zu Enzymen der Familie der NAD(P)H-abha¨ngigen Oxidoredukta-
sen aufweisen (McCormack and McCormack, 1994). Kvβ1 und Kvβ2 agieren mit einer
hochkonservierten Aminosa¨uresequenz am Aminoterminus, der T1-Doma¨ne (Yu et al.,
1996; Sewing et al., 1996; Gulbis et al., 2000), welche u¨ber einen
”
S1-T1 linker“ mit
der S1-Doma¨ne in Verbindung steht (Tempel et al., 1987; Kamb et al., 1987; Pongs et
al., 1988; Kreusch et al., 1998) und fu¨r die Tetramerisierung der Kv1 α-Untereinheiten
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zusta¨ndig ist. Anhand der Kristallstruktur des Kv1.2-Kanals in Abbildung 1.4B mit
assoziierter β2-Untereinheit lassen sich die geschilderten strukturellen Beziehungen
zwischen T1-Doma¨ne und β-Untereinheit gut nachvollziehen (Long et al., 2005a). Die
Bindung einer β-Untereinheit an eine α-Untereinheit zieht verschiedene funktionelle
Beeinflussungen des Kv-Kanals nach sich. So kann beispielsweise bei Koexpression
einer Kvβ1-Untereinheit ein Kv-Kanal vom
”
Delayed-Rectifier“ (DR)- Typ (verzo¨gerter
Gleichrichter) zu einem schnell inaktivierenden A-Typ Kanal konvertiert werden, da die
β1-Untereinheit eine
”
ball-and-chain“ Inaktivierungsdoma¨ne besitzt (siehe Abschnitt
1.4.1). Weitere Beobachtungen ergaben, dass sie die spannungsabha¨ngige Aktivierung
der Kv-Kana¨le vera¨ndern (Shi et al., 1996) und die Expression der α-Untereinheit in
der Zellmembran erho¨hen (Heinemann et al., 1996).
1.4 Inaktivierungsmechanismen an Kv-Kana¨len
1.4.1
”
N-type“ Inaktivierung
Die
”
N-type“ Inaktivierung ist ein schneller Inaktivierungsmechanismus, wobei unge-
fa¨hr 10 hydrophobe Aminosa¨uren (Murrell-Lagnado and Aldrich, 1993a,b) des
N-Terminus von intrazellula¨r in die Pore eines geo¨ffneten Kv-Kanals eindringen, die
Ionenpermeation unterbrechen und den Kv-Kanal somit inaktivieren. In die Literatur
ist dieser Inaktivierungsmechanismus als
”
ball-and-chain“ Mechanismus eingegangen.
Die
”
N-type“ Inaktivierung ist bisher bei den Shaker-Kana¨len und u.a. dem Kv1.4- und
Kv3.4-Kanal (Hoshi et al., 1990; Zagotta et al., 1990; Rasmusson et al., 1998; Beck et
al., 1998) beschrieben. Im Weiteren ist erwa¨hnenswert, dass u.a. die Kv1-Kana¨le nach
Assoziation mit einer β-Untereinheit
”
N-type“ Inaktivierung zeigen (Morales et al.,
1995; Sewing et al., 1996; Accili et al., 1997).
Anhand der Kristallstruktur des Kv1.2-β2-Kanals gelang es Long et al. ein hypotheti-
sches Model der
”
N-type“ Inaktivierung zu erstellen. Es konnte besta¨tigt werden, dass
die T1-Doma¨ne (Tempel et al., 1987; Kamb et al., 1987; Pongs et al., 1988; Kreusch et
al., 1998) große Seitenportale unterhalb des Poreneingangs ausbilden. Sie gewa¨hrleisten
die Tetramerisierung der α-Untereinheiten, die Kommunikation zwischen Pore und
Zytoplasma und ermo¨glichen die Blockade des Poreneingangs durch Polypeptidketten
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des N-Terminus (Abb.1.6). Hierbei wird angenommen, dass die positiven Aminosa¨uren
des N-Terminus mit den negativ geladenen Aminosa¨uren der T1-Doma¨ne interagieren
und die hydrophoben Aminosa¨uren des N-Terminus (Inaktivierungsdoma¨ne) in die Pore
eindringen und verschließen (Long et al., 2005). Die entstehenden elektrostatischen
Interaktionen zwischen den geladenen Aminosa¨uren erho¨hen dabei die Konzentration
der Inaktivierungsdoma¨ne lokal und fo¨rdern somit den Inaktivierungsprozess (Aldrich,
2001).
Abbildung 1.6:
”
N-type“ Inaktivierung (schematisch).
A Kv-Kanal im geo¨ffneten Zustand. B Die Inaktivierungsdoma¨ne
(Aminosa¨uren des N-Terminus), in Rot dargestellt, dringt u¨ber die T1-
Doma¨nen, welche als Seitenportale fungieren, in die Pore ein und inaktiviert
den geo¨ffneten Kv-Kanal.
Der Mechanismus der
”
N-type“ Inaktivierung geht ga¨nzlich verloren, wenn der
N-Terminus des Kv-Kanals zersto¨rt oder durch enzymatischen Abbau funktionsunfa¨hig
wird. Umgekehrt kann dieser jedoch durch nachfolgende Applikation von exogenen Pep-
tiden, welche entsprechend der Aminosa¨uresequenz des N-Terminus gewa¨hlt werden,
wiederhergestellt werden (Antz et al., 1999; Zagotta et al., 1990; Murrell-Lagnado and
Aldrich, 1993a,b).
Ein weiterer der
”
N-type“ Inaktivierung kinetisch a¨hnelnder Inhibitionsmechanismus ist
die
”
open-channel“ Blockade von Kv-Kana¨len durch u.a. TEA (Tetraethylammonium)
(Abb.1.8A) und seiner Derivate (Choi et al., 1993). Das TEA bindet am geo¨ffneten
Kv-Kanal im Bereich der intrazellula¨ren Pore und fu¨hrt daher rasch zur Blockade des
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Kv-Kanals und damit zu einem Verlust der Leitfa¨higkeit fu¨r Kaliumionen. Interessan-
terweise verlangsamen intrazellula¨r applizierte
”
open-channel“ Blocker besonders das
TEA die
”
N-type“ Inaktivierung (Choi et al., 1991). Dies impliziert eine Kompetition
der Inaktivierungsdoma¨ne des N-Terminus mit dem TEA um eine identische bzw.
u¨berlappende Bindungsstelle im Poreneingang (Zhou et al., 2001).
Die Anreicherung der Lipidmembran mit anionischen Phospholipiden (z.B. PIP2) in
physiologischen Konzentrationen kann die
”
N-type“ Inaktivierung ebenfalls verhindern.
Dieses Pha¨nomen zeigte Oliver et al. 2004 am Kv1.4- und Kv1.1β-Kanal, wobei ein
schnell inaktivierender Kv-Kanal vom A-Typ durch die Applikation von PIP2 zu einem
”
klassischen“ DR-Kanal konvertiert wird. Der zugrunde liegende Mechanismus besteht
in der Sequestierung der Inaktivierungsdoma¨ne des N-Terminus vermutlich durch elek-
trostatische Interaktionen mit PIP2.
1.4.2
”
C-type“ Inaktivierung
Ein weiterer wichtiger Inaktivierungsprozess, welcher im Vergleich zur
”
N-type“ Inak-
tivierung deutlich langsamer abla¨uft, ist die
”
C-type“ Inaktivierung. Dieser verbleibt
nach Elimination der N-terminalen Inaktivierungsdoma¨ne (Hoshi et al., 1990) und ist
abha¨ngig von den C-terminalen Spleißvarianten (Hoshi et al., 1991).
Nach heutigem Wissensstand geht man davon aus, dass es im Rahmen der
”
C-type“
Inaktivierung vor allem am Shaker-Kanal zu Konformationsa¨nderungen am Selektivi-
ta¨tsfilter und im a¨ußeren Bereich der Pore kommt, was einen Porenkollaps und damit
u.a. einen Verlust der Kaliumleitfa¨higkeit zur Folge hat (Abb.1.7C). Diese Hypothe-
se fußt auf der Beobachtung, dass Punktmutationen an der Stelle T449 im Bereich
der extrazellula¨ren Porenregion des Shaker-Kanals die Kinetik der
”
C-type“ Inaktivie-
rung (Lo´pez-Barneo et al., 1993) vera¨ndern. Das Einfu¨hren der Aminsosa¨ure Arginin,
Lysin, Glutamat oder Alanin anstelle des Threonin beschleunigt die Inaktivierungs-
rate. Valin oder Tyrosin verhindern die
”
C-type“ Inaktivierung im Gegensatz nahezu
vollsta¨ndig.
Im Weiteren ist zu bemerken, dass die
”
C-type“ Inaktivierung durch hohe Konzentra-
tionen extrazellula¨rer Kaliumionen verhindert werden kann (Hoshi et al., 1990; Lo´pez-
Barneo et al., 1993). Es wird vermutet, dass die Kaliumionen den Selektivita¨tsfilter
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durch das Besetzthalten von selektiven Kaliumbindungsstellen in der Pore stabilisieren
und so offen halten ko¨nnen. Auch extrazellula¨res Tetraethylammonium (TEA), ein
”
klassischer“
”
open channel“ Blocker der Kv-Kana¨le, verhindert die
”
C-type“ Inaktivie-
rung (Grissmer und Cahalan, 1989; Molina et al., 1997; Choi et al., 1991) (Abb.1.7A).
Hierbei wird angenommen, dass das TEA den extrazellula¨ren Poreneingang stabilisiert.
Diese Beobachtungen sind in die Literatur unter dem Begriff
”
foot in the door“ Mecha-
nismus eingegangen (Rasmusson et al., 1998).
Auf die Wirkung intrazellula¨ren TEAs und seiner Derivate auf die
”
C-type“ Inakti-
vierung des Shaker-Kanals soll etwas ausfu¨hrlicher eingegangen werden, weil sie fu¨r
die Charakterisierung des PUFA-Inhibitionsmechanismus in den folgenden Abschnit-
ten wichtig ist. Baukrowitz und Yellen konnten zeigen, dass intrazellula¨r appliziertes
TEA die
”
C-type“ Inaktivierung allosterisch stark verlangsamt (Baukrowitz and Yellen,
1996).
Um die
”
C-type“ Inaktivierung zu verlangsamen, ist die Interaktion von intrazellula¨rem
TEA mit der Aminosa¨ure T441 im Bereich der P-Schleife des Shaker-Kanals
(Abb.1.8B+C) (Choi et al., 1993) bedeutsam. Mutationen von T441 heben die Wirkung
von intrazellula¨rem TEA auf die
”
C-type“ Inaktivierung auf. Dies impliziert, dass die
Interaktion von TEA mit dem intrazellula¨rem Eingang vom Selektivita¨tsfilter den
Porenkollaps verhindert. In anderen Worten intra- und extrazellula¨res TEA scheinen
den Selektivita¨tsfilter in seiner intakten Struktur zu stabilisieren und dadurch die
”
C-type“ Inaktivierung zu verlangsamen.
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Abbildung 1.7:Kv-Kanal,
A im blockierten Zustand durch intra- bzw. extrazellula¨res TEA (B), B
geo¨ffneten Zustand (O) und C
”
C-type“ inaktivierten Zustand (I). Diese
Abbildung soll illustrieren, dass sowohl intra- als auch extrazellula¨res TEA
die
”
C-type“ Inaktivierung durch Stabilisierung der Pore an Kv-Kana¨len
verhindert.
Um zu untersuchen, welche strukturellen Eigenschaften eine Substanz aufweisen muss,
um die
”
C-type“ Inaktivierung zu verlangsamen, wurden Experimente mit langkettigen
Alkyl-Derivaten des TEA (C3-C10-TEA) durchgefu¨hrt. Diese la¨ngerkettigen TEA-
Derivate interagieren mit zunehmender La¨nge der hydrophoben Alkylkette sta¨rker mit
den Aminosa¨uren der S6-Segmente (u.a. der T469), wodurch die Kopfgruppe des TEA,
das Triethylammonium, zunehmend den Kontakt zur Stelle T441 in der
Porenregion des Shaker-Kanals verliert (Choi et al., 1993) (Abb.1.8B+C). So wird die
”
C-type“ Inaktivierung durch C3-TEA nur noch wenig und durch C4-, C6-, C8- und
C10-TEA nicht mehr verlangsamt. Im Weiteren wurden Experimente mit Substanzen,
welche sich durch eine andere Kopfgruppe u.a. Diethylmethyl-propylammoniumbromid
(DMPA) (Abb.1.8A) oder Seitenkette u.a. Lidocain-N-ethyl-Bromid (QX314)
(Abb.1.8A) vom TEA unterscheiden, durchgefu¨hrt. Das DMPA zeigte keinerlei Verlang-
samung der
”
C-type“ Inaktivierung, wa¨hrend das QX314 diese, a¨hnlich dem C3-TEA,
moderat verlangsamte (Abb.1.8C). Zusammenfassend kann formuliert werden, dass die
Kopfgruppe Triethylammonium des TEA und ein enger Kontakt dieser zur Aminosa¨ure
T441 des Shaker-Kanal obligat ist , um die
”
C-type“ Inaktivierung zu verlangsamen.
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Abbildung 1.8:Model zur Veranschaulichung der Verlangsamung der
”
C-type“
Inaktivierung durch TEA(-Derivate).
A Strukturformeln. B Die Kopfgruppe, Triethylammonium, der
”
open-
channel“ Blocker interagiert mit der Aminosa¨ure T441 im Porenbereich
des Shaker-Kanals. Mit zunehmender La¨nge der hydrophoben Seitenkette
der
”
open-channel“ Blocker versta¨rken sich die Wechselwirkungen mit
der Aminosa¨ure T469 im Bereich des S6-Segmentes. C Die
”
open-
channel“ Blocker ko¨nnen daher hinsichtlich ihres allosterischen Effektes
in drei Gruppen eingeteilt werden. Zur ersten Gruppe mit dem
gro¨ßten allosterischen Effekt geho¨rt nur das TEA. Es bindet bei kurzer
Alkylkette und einer Triethylammonium-Kopfgruppe (●) bevorzugt an der
Aminosa¨ure T441. Die zweite Gruppe schließt das C3-TEA und das QX314
mit einem nur moderaten allosterischen Effekt ein, da sie gleich stark
mit Aminosa¨uren der Pore und des S6-Segmentes interagieren. Die
”
open
channel“ Blocker der dritten Gruppe erzeugen keinen allosterischen Effekt,
da sie entweder aufgrund ihrer langen Alkylkette (C4-C10-TEA) starke
Interaktionen mit dem S6-Segment eingehen oder wie das DMPA trotz
kurzer Seitenkette keine Triethylammonium-Kopfgruppe (■) aufweisen
(modifiziert nach Baukrowitz und Yellen, 1996).
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1.5 (Patho)Physiologie des Shaker-, Kv2.1- und
Kv3.1-Kanals
In dieser Promotionsarbeit wurden der Shaker IR (∆6-46)-, Kv2.1- und Kv3.1-Kanal
na¨her untersucht und sollen deshalb in diesem Abschnitt eingefu¨hrt werden. Prinzipi-
ell unterscheidet man Kv-Kana¨le vom A-Typ und
”
Delayed-Rectifier“ (DR)- Kana¨le.
Die meisten Kvα-Untereinheiten verschlu¨sseln einen DR-Kanal (Chandy and Gutman,
1995). In diese Gruppe sind auch der Shaker IR (∆6-46)-, der Kv2.1- und Kv3.1-
Kanal einzuordnen. Der Shaker IR (inactivation removed)- Kanal wurde ausgewa¨hlt,
da dieser nach Deletion der Aminosa¨uren 6-46 im Bereich des N-Terminus im Gegensatz
zum Wildtyp nicht mehr
”
N-type“ inaktiviert.
DR-Kana¨le aktivieren mit zeitlicher Verzo¨gerung (
”
Delay“) und inaktivieren langsam.
Sie beenden die Membrandepolarisationsphase des Aktionspotentials durch einen
Kaliumauswa¨rtsstrom. Damit erlauben sie z.B. hohe Aktionspotentialfrequenzen in
bestimmten Neuronentypen (Lien and Jonas, 2003). Das Verhalten der Kv-Kana¨le
vom A-Typ soll im Rahmen dieser Arbeit nur kurz erwa¨hnt werden. Kv-Kana¨le vom
A-Typ inaktivieren rasch durch die
”
N-type“ Inaktivierung. Die Repolarisationsphase
der Neurone ist folglich la¨nger und die Aktionspotentialfrequenz im Vergleich zu den
DR-Kana¨len sehr viel geringer (Connor and Stevens, 1971).
Der Shaker-Kanal war die erste klonierte Gensequenz der Fruchtfliege
”
Drosophila
melanogaster“ (Kamb et al., 1987; Papazian et al., 1987). Er ist mitverantwortlich
fu¨r das Schu¨tteln (
”
Shaking“) des Insektes nach einer Exposition mit Ether. Die huma-
nen spannungsabha¨ngigen Kaliumkana¨le werden in den verschiedensten Organen und
Geweben exprimiert. Das Ruhemembranpotential, die Amplitude und Frequenz eines
Aktionspotentials sowie die Modulation der (Neuro)Transmitterausschu¨ttung werden je
nach Kv-Kanalart bzw. Subfamilie auf unterschiedliche Art und Weise reguliert (Frech
et al., 1989; Hille, 2001).
Die Kv2.1-Kana¨le sind u.a. Bestandteil in nahezu allen Neuronen und inhibitorischen
Interneuronen des Kortex sowie des Hippocampus. In Zellko¨rpern und Dendriten vor-
kommend regulieren sie maßgeblich die neuronale Erregbarkeit (Murakoshi and Trim-
mer, 1999; Du et al., 2000; Misonou et al., 2005). Die Kv3.1- Kana¨le hingegen sind
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nur in bestimmten Arealen im Gehirn beispielsweise den GABAergen Interneuronen
(Rettig et al., 1992) des Neocortex, des Hippocampus (Erisir et al., 1999) und in
den Basalganglien (Joho et al., 2006) vertreten. Sie werden dabei sowohl in den Zell-
ko¨rpern als auch an den Synapsen exprimiert (Goldberg et al., 2005). Nach aktuel-
lem Wissensstand geht man davon aus, dass die Kv3-Subfamilie maßgeblich Einfluss
auf die Ausschu¨ttung des inhibitorischen Neurotransmitters GABA nimmt. Die kli-
nisch sichtbaren Auswirkungen bei Verlust des Kv3.1-Genes konnten in experimentellen
Untersuchungen mittels
”
knock-out“ Ma¨usen (Kv 3.1-/-) gezeigt werden. Auffa¨llig bei
den Kv 3.1-/- Ma¨usen im Vergleich zu den Wildtypen (Kv3.1+/+) war eine gesteigerte
Bewegungsbereitschaft und Schlaflosigkeit (Joho et al., 2006). Die Skelettmuskulatur
der Tiere wies eine verlangsamte Kontraktion und Relaxation auf (Ho et al., 1997;
Sa`nchez et al., 2000).
Einen weiteren großen Anteil haben die Kv2.1-Kana¨le an der Regulation von Muskelzel-
len u.a. Herzmuskelzellen (Kuryshev et al., 2001) und glatten pulmonalen Gefa¨ßmuskel-
zellen (Cox, 2005). Im Rahmen von hypoxischen Zusta¨nden werden die Kv2.1-Kana¨le
der pulmonalen Gefa¨ßmuskelzellen inhibiert, was zu Depolarisationen der Zellmembra-
nen mit nachfolgend erho¨htem Calciumeinstrom fu¨hrt (Archer et al., 1998). Die daraus
resultierende Vasokonstriktion bzw. Erho¨hung des pulmonalen Widerstandes u¨ber einen
langen Zeitraum hat ein Remodeling der Gefa¨ßwa¨nde und eine sich daran anschließende
Rechtsherzhypertrophie zur Folge. Derzeitig gibt es keinen kausalen Therapieansatz. In
Tierversuchen wurde Ratten mit einer chronischen pulmonalen Hypertension Dichloroa-
cetat appliziert. Dieser metabolische Modulator fu¨hrte zur Aktivierung des Kv2.1-
Kanals und bei la¨ngerem Einsatz zu dessen vermehrter Expression in den Zellmembra-
nen. Sowohl der pulmonale Widerstand, das Gefa¨ßremodeling als auch die Rechtsherzhy-
pertrophie konnten unter der Therapie signifikant reduziert werden (Michelakis et al.,
2002).
Zudem werden Kv2.1-Kana¨le in den β-Zellen des Pankreas exprimiert. Durch den
Auswa¨rtsstrom von Kaliumionen schließen die Calciumkana¨le und die Glucose-abha¨ngige
Insulinsekretion wird limitiert. In experimentellen Versuchen wurden die Kv-Kana¨le
mittels TEA blockiert, was eine 2-4 fach ho¨here Insulinsekretion zur Folge hatte (MacDo-
nald et al., 2001). Im Rahmen der Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 stellen die
Kv-Kana¨le einen neuen therapeutischen Ansatz dar (MacDonald et al., 2003).
25
1.6 Freisetzung der PUFA Arachidonsa¨ure und
ihrer Metabolite
Die Arachidonsa¨ure (Nomenklaturname: 5, 8, 11, 14-Eikosatetraensa¨ure) ist eine uni-
versell in tierischen Zellen vorkommende vierfach ungesa¨ttigte Fettsa¨ure, welche sich
aus 20 Kohlenstoffatomen zusammensetzt und der großen Gruppe der Eikosanoide
angeho¨rt.
Abbildung 1.9: Strukturformel der Arachidonsa¨ure,
Summenformel (C20H32O2).
Ein großer Anteil der Arachidonsa¨ure im Organismus liegt dabei in gebundener und
damit physiologisch inaktiver Form als Bestandteil von Phospholipiden in Zellmem-
branen vor. Die Freisetzung in den Zellen wird durch eine Vielzahl sogenannter Neu-
romodulatoren (bspw. Glutamat, Acetylcholin, Serotonin, Histamin und Bradykinin),
im Rahmen von inflammatorischen Prozessen, Asthma oder Autoimmunerkrankungen
(Triggiani et al., 2006) sowie Stresssituationen (u.a. Ischa¨mien) in zahlreichen Gewe-
ben bzw. Organen (Herz, ZNS, Haut, Muskel) angeregt (Ghosh et al., 2006). Dabei
hydrolysiert hauptsa¨chlich das Enzym Phospholipase A2 (PLA2) (Six and Dennis,
2000;) die Esterbindung am zweiten Kohlenstoffatom (zweite Hydroxylgruppe) des
Glycerins im Phospholipid (u.a. Phosphatidylcholin). Es entstehen Arachidonsa¨ure und
Lysophosphatidylcholin. Die Arachidonsa¨ure kann sich aufgrund ihres amphipathischen
Charakters frei in der Zellmembran bewegen und weitere Interaktionen eingehen. Dabei
durchspannt der unpolare lipophile Schwanz der Fettsa¨ure die erste Schicht der Lipid-
doppelmembran und die polare hydrophile Carboxylat-Gruppe befindet sich an der
Membranoberfla¨che. Durch membransta¨ndige Enzyme wie die Cyclooxygenase bzw.
die Lipoxygenase werden die Doppelbindungen der Arachidonsa¨ure modifiziert und
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es entstehen biologisch aktive Metabolite wie z.B Thromboxan, Prostaglandine und
Prostazyclin bzw. Leukotriene (Abb.1.10). Die genannten Substanzen werden u.a. im
Endothel, in der glatten und quergestreiften Muskulatur, in Gliazellen und Neuronen,
in Thrombozyten, Granulozyten und Makrophagen/Mastzellen gebildet. Diese sind
teilweise sehr vasoaktiv, vermitteln Entzu¨ndungsreaktionen und Schmerzentstehung
sowie Thrombozytenaggregation und Chemotaxis.
Abbildung 1.10:Arachidonsa¨uremetabolismus (www.lipidsignalling.de)
1.7 Wirkung von Arachidonsa¨ure auf Ionenkana¨le
Die Arachidonsa¨ure reguliert eine Vielzahl von Ionenkana¨len auf unterschiedliche Art
und Weise. Dazu za¨hlen unter anderen die spannungsabha¨ngigen Kalium-, Calcium-
und Natriumkana¨le sowie die K2P-Kaliumkana¨le. Die Kv-Kana¨le werden unter
Abschnitt 1.8 separat besprochen.
Die Arachidonsa¨ure wird in ischa¨mischen Herzmuskelzellen aus den membransta¨ndigen
Phospholipiden vermehrt gelo¨st und in das Zytoplasma abgegeben (Huang et al., 1992).
Spannungsabha¨ngige Calciumkana¨le in ventrikula¨ren Kardiomyozyten werden dabei
aktiviert und fo¨rdern den Einstrom von Calcium in die Zelle und somit Arrhythmien
mit darauf folgender Nekrose. Die Beteiligung von Metaboliten der Arachidonsa¨ure
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wurden hierbei experimentell ausgeschlossen. Einen kardioprotektiven Effekt wiederum
hat die Arachidonsa¨ure durch seine Wirkung auf spannungsabha¨ngige Natriumkana¨le.
Die Natriumkana¨le in Kardiomyozyten der Ratte werden durch die Arachidonsa¨ure
reversibel inhibiert und hyperpolarisieren das Membranpotential, wodurch die Refrak-
ta¨rzeit verla¨ngert und dem Kardiomyozyt das U¨berleben im Rahmen von Ischa¨mie-
oder Reperfusionsprozessen ermo¨glicht wird (Bendahhou et al., 1997).
Im zentralen Nervensystem geht man nach dem heutigen Wissenstand davon aus,
dass die PUFA einen neuroprotektiven Effekt auf unter anderem globale Ischa¨mien
(Lauritzen et al., 2000), epileptische Anfa¨lle (Vreugdenhil et al., 1996), Depression
(Hibbeln, 1998) sowie bipolare und andere Verhaltensto¨rungen (Stoll et al., 1999)
haben ko¨nnen. In den letzten Jahren wurde eine neue Klasse von Kaliumkana¨len, welche
zwei Poren ausbilden und aus insgesamt vier Transmembransegmenten
(K2P-Kaliumkana¨le) bestehen, sowohl im Gehirn (Kim et al., 1995; Fink et al., 1996;
Hervieu et al., 2001) als auch im Herz (Kim and Clapham, 1989) identifiziert. Einige
K2P-Kaliumkana¨le werden durch Arachidonsa¨ue und andere PUFA aktiviert (Patel et
al., 1998; Lesage and Lazunski, 2000). Diese Aktivierung fu¨hrt in den Neuronen ver-
mutlich zu einer reduzierten Glutamatausschu¨ttung an der pra¨synaptischen Membran.
Zusa¨tzlich wird die postsynaptische Membran hyperpolarisiert, wodurch die Blockade
der NMDA-Rezeptoren durch Magnesiumionen aufrecht erhalten werden kann. Depo-
larisationen und die Frequenz von Aktionspotentialen durch die Aktivierung anderer
Glutamatrezeptoren ko¨nnen auf diese Art und Weise gesenkt werden und die Neuro-
nen somit vor dem Untergang bewahren (Xiao and Li, 1999; Lauritzen et al., 2000).
Erste therapeutische Ansa¨tze und auch Erfolge u.a. in der Therapie der amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) konnten mit dem Arzneimittel Riluzol erzielt werden. Riluzol
ist ein Benzothiazol-Derivat, welches K2P-Kaliumkana¨le permanent o¨ffnet (Duprat et
al., 2000) und somit zum einen die Glutamatfreisetzung hemmt, postsynaptisch span-
nungsabha¨ngige Natriumkana¨le inaktiviert und zum anderen indirekt die Aktivierung
von Glutamatrezeptoren moduliert.
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1.8 Inhibition von Kv-Kana¨len durch
Arachidonsa¨ure
Die Arachidonsa¨ure ist seit einigen Jahren als direkter Kv-Kanalmodulator bekannt.
Versuche an Kardiomyozyten ergaben, dass Kv1.5-Kana¨le durch Arachidonsa¨ure
inhibiert werden ko¨nnen (Honore et al., 1994). Als Wirkmechanismus wird ein direkter
”
open-channel“ Block der Kv1.5-Kana¨le von der extrazellula¨ren Seite diskutiert. Im
Rahmen von Ischa¨mien am Herzmuskel kommt es zur vermehrten Freisetzung von
Arachidonsa¨ure aus den membransta¨ndigen Phospholipiden in das Zytoplasma (Huang
et al., 1992). Eine Inhibition von Kv1.5-Kana¨len ko¨nnte unter bestimmten Bedingungen
antiarrhythmisch wirken. Die antiarrhythmische Wirkung von Arachidonsa¨ure konnte
bisher jedoch noch nicht direkt gezeigt werden. Seit einigen Jahren ist ein Klasse
III Antiarrhythmikum namens Tedisamil auf dem Markt, welches ebenfalls Kv1.5-
Kana¨le im Herzen blockiert. Tedisamil wirkt bradykardisierend mit antiischa¨mischen
und antiarrhythmischen Eigenschaften.
ImWeiteren werden die spannungsabha¨ngigen Kaliumkana¨le in großer Zahl in den CA1-
Neuronen des Hippocampus (Maletic-Savatic et al., 1995) exprimiert. Die postsynapti-
schen Kv-Kana¨le vom A-Typ (Kv4.2-Kanal) werden unter physiologischen
Bedingungen durch eine synaptische Depolarisation aktiviert und regulieren effektiv
die Aktionspotentialfrequenzen- und amplituden (Hoffman et al., 1997; Ramakers and
Storm, 2002). In experimentellen Untersuchungen wurden die Kv4.2-Kana¨le mittels
Arachidonsa¨ure inhibiert (Villaroel and Schwarz, 1996). Die Autoren gehen von
einer direkten Interaktion der ungesa¨ttigten Fettsa¨ure mit dem Kanal selbst oder mit
eng benachbarten Zellmembrankomponenten aus. Mutationen der Aminosa¨uresequenz
des Kv4.2-Kanals lassen vermuten, dass der
”
S4-S5 linker“ Einfluss auf die PUFA-
Inhibition hat, der N-Terminus hingegen nicht. Die beschleunigte Inhibitionsrate der
Kv4.2-Kana¨le hat la¨nger andauernde Aktionspotentiale und somit eine gesteigerte
Erregbarkeit der Neuronen zur Folge. In diesem Zusammenhang diskutieren Autoren
die Mo¨glichkeit, dass verla¨ngerte Aktionspotentiale zu einem vermehrten Calciumio-
neneinstrom in die Zellen bzw. Mitochondrien fu¨hrt, was u.a. die oxidative Phosphory-
lierung stimuliert und die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies fo¨rdert. Auch Keros
and McBain postulierten 1997, dass Arachidonsa¨ure im Rahmen von oxidativen Stress
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(Ischa¨mien oder Epilepsien) durch die Inhibition des Kv4.2-Kanals zu einem massiveren
Neuronenschaden fu¨hren ko¨nnte.
ImWeiteren gilt zu erwa¨hnen, dass Kv1.3-Kana¨le in der Zellmembran von T-Lymphozy-
ten vorkommen und eine wichtige Rolle im Rahmen der Immunantwort u.a. der Mul-
tiplen Sklerose spielen. Bei der Multiplen Sklerose handelt es sich vermutlich um eine
T-Zell-vermittelte Autoimmunerkrankung, wobei es zu Myelin- und Markscheiden-
scha¨digungen im zentralen Nervensystem kommt. Aus Experimenten mit T-Zellen ist
bekannt, dass autoreaktive T-Lymphozyten Kv1.3-Kana¨le u¨berexprimieren (Beeton et
al., 2001). Nach Blockade derer mittels selektiven Blockern kann die T-Zellproliferation
verhindert werden (Beeton et al., 2001). Auch die Arachidonsa¨ure und andere mehrfach
ungesa¨ttigte Fettsa¨uren beeinflussen die Kv1.3-Kana¨le in T-Lymphozyten (Szekely et
al., 2007). Ob und inwieweit die ungesa¨ttigten Fettsa¨uren einen a¨hnlichen Effekt auf
die Proliferation autoreaktiver T-Lymphozyten haben, ist derzeit leider nicht bekannt.
Trotzdem ko¨nnte die selektive Blockade der Kv1.3-Kana¨le in der Zukunft einen The-
rapieansatz der Multiplen Sklerose darstellen, um dem Fortschreiten der Erkrankung
entgegen zu wirken.
Die Bedeutung der Kv2.1-Kana¨le in den β-Zellen des Pankreas ist bereits erla¨utert wor-
den. In Experimenten mit β-Zellen der Maus und Insulinomzellen konnte gezeigt wer-
den, dass die Freisetzung von Arachidonsa¨ure die Kv2.1-Kana¨le inhibiert und
dadurch zur gesteigerten Insulinsekretion fu¨hrt. Im Weiteren wurden die Zellen mit
Glucose stimuliert. Die erho¨hten Glucosespiegel hatten jedoch nicht nur eine vermehrte
Insulinsekretion sondern auch eine gesteigerte Aktivita¨t der Phospholipase A2 in der
Zellmembran und somit eine erho¨hte Arachidonsa¨ure-Abgabe in das Zytoplasma zur
Folge (Jacobsen et al., 2007).
In der Literatur gibt es viele interessante Beispiele wie PUFA Kv-Kana¨le und damit
(patho)physiologische Mechanismen in den verschiedensten Geweben und Organen
modulieren ko¨nnten. Es muss hier aber betont werden, dass diese (patho)physiologischen
Mechanismen derzeitig eher hypothetischen Charakter besitzen und in vielen Fa¨llen
eine klare experimentelle Besta¨tigung noch erbracht werden muss.
Das Wissen u¨ber Wirkmechanismen der PUFA speziell an den Kv-Kana¨len ist gegen-
wa¨rtig Gegenstand wissenschaftlicher Debatten. Zwei Hypothesen werden im folgenden
Abschnitt vorgestellt.
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1.9 Hypothesen zum Wirkmechanismus der
PUFA-Inhibition in Kv-Kana¨len
1.9.1 PUFA induzieren eine Konformationsa¨nderung im
Selektivita¨tsfilter
Oliver et al. testeten die Wirkung der Arachidonsa¨ure (AA) auf verschiedene Kv-Ka¨nale
vom A-Typ und DR-Typ. Es konnte gezeigt werden, dass die PUFA beide Kanalentita¨-
ten spannungsabha¨ngig inhibiert. Die inhibierende Wirkung der Kv-Kana¨le durch AA
setzt jedoch nicht sofort ein. Bis zum Erreichen des
”
steady states“ der Inhibition sind
wiederholte Aktivierungen der Kv-Kana¨le no¨tig, sodass, wie in Abb.1.11A gezeigt, ein
Transient entsteht. Die Dauer bis zur vollsta¨ndigen Inhibition ist von der applizierten
AA-Konzentration abha¨ngig. Oliver et al. konnten zeigen, dass fu¨r die vollsta¨ndige
Inhibition der Kv3.1-Kana¨le sowohl von intra- als auch von extrazellula¨r (Abb.1.11B)
appliziert bereits 4µM AA ausreichen (IC50= 0,08 ± 0,04µM).
Abbildung 1.11:Wirkung von 4µM intra (A)- bzw. extrazellula¨r (B) applizierter
Arachidonsa¨ure auf Kv3.1-Kana¨le.
Die Aufzeichnung der Auswa¨rtsstro¨me erfolgte in einem Intervall von zwei
Sekunden (modifiziert nach Oliver et al., 2004).
Davon ausgehend untersuchten Oliver et al. folgende Wirkmechanismen der PUFA-
Inhibition:
”
open-channel“ Block versus einer Konformationsa¨nderung im Selektivita¨ts-
filter.
Zum einen wurde die Wirkung verschiedener intrazellula¨rer Ionen auf die Arachidonsa¨u-
re-Inhibition von Kv3.1-Kana¨len getestet. Interessanterweise war diese in Anwesenheit
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von Rubium-, Ammonium- oder Ca¨siumionen stark reduziert. Gegensa¨tzlich dazu ver-
hielten sich die Thalliumionen, wodurch die AA-Inhibition im Vergleich zu Experimen-
ten mit Kaliumionen sogar noch etwas beschleunigt war (Abb.1.12A). Diese Effekte
korrelieren mit dem Permeabilita¨tsverha¨ltnis PX/PK+ , wobei PX die Permeabilita¨t des
Ion X und PK+ die Permeabilita¨t der Kaliumionen ist. Die Ionen Rb
+, NH+4 und Cs
+
werden schlechter geleitet als K+ und schwa¨chen die PUFA-Inhibition ab. TI+ hingegen
mit einer besseren Permeabilita¨t als K+ fo¨rdern die PUFA-Inhibition (Abb.1.12B).
Abbildung 1.12: Ionenabha¨ngigkeit der PUFA-Inhibition.
A Die Inhibition der Kv3.1-Kana¨le durch 4µM AA ist stark vom
permeierenden Ion abha¨ngig. Wa¨hrend die Inhibition durch Rb+, NH+
4
und Cs+ stark abgeschwa¨cht wird, beschleunigt TI+ diese. Die Reststro¨me
wurden an die initiale Stromgro¨ße angepasst. Zur Aktivierung der Kana¨le
im
”
inside-out“ Patch erfolgte ein Spannungssprung auf +60mV bei
intrazellula¨r 124mM des entsprechenden Ions und extrazellula¨r 5mM K+.
B Auftragung der Inhibition durch AA nach 20ms/maximale Inhibition
(I20ms/Imax) gegen das Permeabilita¨tsverha¨ltnis (PX/PK+) (modifiziert
nach Oliver et al., 2004).
Um die PUFA-Inhibition na¨her zu charakterisieren wurde die Wirkung von intra-
und extrazellula¨rem TEA (Tetraethylammonium), einen
”
open-channel“ Blocker der
Kv-Kana¨le, auf AA-inhibierte Kv3.1-Kana¨le untersucht (Oliver et al., 2004). Anhand
der Abb.1.13 wird deutlich, dass intrazellula¨res TEA die PUFA-Inhibition nicht
beeinflusst, was im Falle einer Kompetition des TEA und der Arachidonsa¨ure um eine
Bindungsstelle im Bereich des Poreneingangs jedoch zu erwarten gewesen wa¨re. Auch
extrazellula¨res TEA hatte keine Wirkung auf die AA-Inhibition. Dies impliziert, dass
die Wirkung von TEA und der Arachidonsa¨ure auf Kv3.1-Kana¨le zwei unterschiedlichen
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Mechanismen unterliegen.
Oliver et al. vermuten daher, dass die PUFA-Inhibition durch Konformationsa¨nderun-
gen im Bereich der Pore (Selektivita¨tsfilter) (Abb.1.16B) abla¨uft und daher durch Rb+,
NH4+ und Cs+ verhindert werden kann (Oliver et al., 2004).
Abbildung 1.13:Wirkung von intra- und extrazellula¨rem TEA auf die PUFA-
Inhibition.
A Die durch 4µM AA induzierte Inhibition ist weder durch 30mM
intrazellula¨res noch durch B 0,3mM extrazellula¨res TEA beeinflussbar
(modifiziert nach Oliver et al., 2004).
1.9.2 PUFA binden als
”
open-channel“ Blocker in der Pore
Die Arbeitsgruppe von Niels Decher (Universita¨t Marburg) (Decher et al., 2010; Moreno-
Galindo et al., 2010) identifizierten erstmals Interaktionsstellen von PUFA an ver-
schiedenen Kv-Kana¨len. Dabei wurde beispielsweise das Isoleucin an der Stelle 400 zu
Valin am Kv1.1-Kanal mutiert (Bhalla et al., 2004) und deren PUFA-Empfindlichkeit
getestet. Die Aminosa¨ure I400 ist der Pore zugewandt und befindet sich im mittleren
Bereich des S6-Segmentes. Der Wildtyp des Kv1.1-Kanals inaktivierte nach Applika-
tion von 2µM Arachidonsa¨ure auf ein
”
inside-out“ Patch unvollsta¨ndig, wa¨hrend der
Kv.1.1I400V -Kanal keinerlei Inhibition zeigte (Abb.1.14).
Der Austauch des Isoleucin gegen Valin an der Stelle 400 des Kv1.1-Kanals findet auch
im Rahmen der RNA-Edition in verschiedenen Regionen des menschlichen Gehirns u.a.
im Thalamus, Ru¨ckenmark und der Medulla oblongata statt. Die RNA-Edition ist eine
wichtige Form der posttranskriptionellen Modifikation, wodurch einzelne Nukleinbasen
33
der mRNA ausgetauscht werden. Dies fu¨hrt zu einer wesentlich ho¨heren Proteinvielfalt.
Decher et al. konnten zeigen, dass nicht nur die PUFA-Inhibition sondern auch die
Blockade durch etablierte
”
open channel“ Blocker der Kv-Kana¨le (u.a. AVEO118 und
Psora-4), welche am S6-Segment binden, am Kv1.1I400V -Kanal stark abgeschwa¨cht war.
Die Edition des Kv1.1-Kanals hat somit eine besondere physiologische Bedeutung,
da sie die (pharmakologischen) Eigenschaften bestimmter Regionen im Gehirn ver-
a¨ndert.
Abbildung 1.14:Wirkung von PUFA auf den Kv1.1-Kanal und Kv1.1I400V -Kanal.
A Lokalisation der Aminosa¨ure I400 in der Pore. Applikation von 2µM
AA auf ein
”
inside-out“ Patch mit B Kv1.1-Kana¨len und C Kv1.1I400V -
Kana¨len. Die Kv1.1-Kana¨le werden unvollsta¨ndig inhibiert, wa¨hrend die
Kv1.1I400V -Kana¨le nicht inaktivieren. Zur Aktivierung der Kana¨le erfolgte
ein Spannungssprung auf +40mV (modifiziert nach Decher et al., 2010).
Das Isoleucin 400 ist in allen Kv-Kana¨len konserviert und im mittleren Bereich des
S6-Segmentes lokalisiert. Demzufolge kann diese Punktmutation auch im Kv3.1(I428V)-
und Kv1.5 (I508A)-Kanal eingefu¨hrt werden. Wa¨hrend der Kv3.1-Kanal, a¨hnlich dem
Kv1.1-Kanal, durch 2µMAA unvollsta¨ndig inaktiviert, ist am Kv3.1I428V -Kanal nahezu
keine Inhibition sichtbar (Abb.1.15A+B). Auch der Kv1.5-Kanal, welcher in Xenopus
Oocyten exprimiert und gemessen wurde, wird nach Applikation von 10µM AA inhi-
biert. Nach Einfu¨hrung der entsprechenden Punktmutation I508A ist auch am Kv1.5-
Kanal keine Inhibition mehr sichtbar (Abb.1.15C).
Um den Interaktionsbereich der PUFA in der Kavita¨t der Kv-Kana¨le genauer charakte-
risieren zu ko¨nnen, wurden weitere Punktmutationen der entsprechenden
Aminosa¨ure zu Alanin an den Stellen 479-517 des Kv1.5-Kanals angefertigt (Decher et
34
al., 2004; Decher et al., 2006) und die PUFA-Inhibition gemessen. Dabei fiel auf, dass
Punktmutationen einer Poren zugewandten Aminosa¨ure (L508A, V512A, V516A) eine
deutlich abgeschwa¨chte PUFA-Inhibition der Kv-Kana¨le zeigten. Der Pore abgewandte
Aminosa¨urereste (L506A, L510A, L514A) hingegen wurden durch PUFA gleichermaßen
inhibiert wie der WT des Kv1.5-Kanals (Abb.1.15C). Decher et al. vermuten, dass
Abbildung 1.15:Wirkung von PUFA auf Kv3.1- und Kv3.1I428V -Kana¨le sowie
Kv1.5- und Kv1.5L508A-Kana¨le.
Applikation von 2µM AA auf ein
”
inside-out“ Patch mit A Kv3.1-Kana¨len
und B Kv3.1I428V -Kana¨len. Die Kv3.1-Kana¨le werden unvollsta¨ndig
inhibiert, wa¨hrend die Kv3.1I428V -Kana¨le nicht inhibieren. C Der Pore
zugewandte Aminosa¨urereste der Kv1.5-Kana¨le (L508A, V512A, V516A)
ko¨nnen durch 10µM AA (rot) kaum abgeschwa¨cht werden, wa¨hrend der
Pore abgewandte Aminosa¨urereste (L506A, L510A, L514A) gleichermaßen
potent wie der WT des Kv1.5-Kanals inhibieren. Zur Aktivierung der
Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung auf +40mV (modifiziert nach Decher
et al., 2010).
PUFA im geo¨ffneten Zustand des Kanals in die Kavita¨t unterhalb des Selektivita¨tsfilters
eindringen, an den der Pore zugewandten Aminosa¨uren im S6-Segment binden und eine
”
open channel“ Blockade verursachen (Abb.1.16A).
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Abbildung 1.16:Hypothesen des Wirkmechanismus der PUFA-Inhibition an Kv-
Kana¨len.
A
”
open-channel“ Blockade versus B Konformationsa¨nderung am
Selektivita¨tsfilter (Porenkollaps) durch Arachidonsa¨ure (orange).
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2 Ziele der Arbeit
In dieser Arbeit soll der Wirkmechanismus der Inhibition spannungsabha¨ngiger Ka-
liumkana¨le durch PUFA untersucht werden. Der Mechanisums einer direkten
”
open-
channel“ Blockade und ein allosterischer Mechanismus werden in den folgenden Ab-
schnitten gegenu¨bergestellt und diskutiert.
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3 Material und Methoden
3.1 Oocytenpra¨paration und Injektion mit cRNA
Als Expressionssystem fu¨r die Kv-Kana¨le dienten Oocyten des Xenopus laevis, eine
afrikanische Krallenfroschart. Jeder Frosch wurde ho¨chstens vier mal operiert. Der
Zeitabstand zwischen zwei aufeinander folgenden chirurgischen Eingriffen durfte dabei
12 Wochen nicht unterschreiten. Die Entnahme der Oocyten erfolgte nach Beta¨u-
bung des Frosches mittels Tricain auf Flockeneis. Das gewonnene Material wurde
anschließend u¨ber ca. 90min mit Kollagenase A behandelt und nach Beendigung der
Aufarbeitung zeitnah manuell vereinzelt und defollikuliert. Die Aufbewahrung der
Oocyten erfolgte die ganze Zeit u¨ber in Bath-Medium (Tabelle 3.1). Fu¨r die Injektion,
12 bis maximal 24 Stunden nach Entnahme, wurden lediglich Oocyten im Reifestadium
IV nach Dumont (Dumont, 1972) verwendet.
In Vorbereitung der Injektion wurden die Borosilikatglaskapillaren (Durchmesser
2:1,6mm) mit einem Micropipettenpuller (Model P-97, Sutter Instruments & Co.,
USA) sehr fein ausgezogen und anschließend auf den gewu¨nschten O¨ffnungsdurchmesser
gebrochen. Nach sorgfa¨ltiger Auswahl der Oocyten erfolgte nun manuell unter mikro-
skopischer Sicht die Injektion mittels einer ausgezogenen Glaskapillare von ca. 100nl
cRNA pro Oocyte. Die cRNA wurde bei -80◦C eingefroren. Nach 24 bis ho¨chstens 72
Stunden Aufbewahrung der Oocyten im Brutschrank bei 18◦C waren die Kv-Kana¨le
exprimiert.
Die Experimente konnten anschließend je nach Qualita¨t der Oocyten in einem Zeit-
fenster von einem Tag bis maximal zwei Wochen erfolgen. Unmittelbar vor Beginn der
Messungen wurde die schu¨tzende Vitellinmembran der Oocyte entfernt und somit ein
freier Zugang der Glaspipette zur Membran geschaffen.
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3.2 Elektrophysiologische Untersuchungen mittels
der
”
voltage-clamp“ Methode
Die Experimente wurden bei Raumtemperatur mittels der
”
voltage-clamp“ Technik
(Spannungsklemme) durchgefu¨hrt, welche Hodgkin und Huxley im Jahr 1949 erstmalig
beschrieben. Diese Methode machte es mo¨glich Ionenstro¨me und nicht nur den Verlauf
des Membranpotentials pra¨zise zu messen.
Als heterologes Expressionssystem dienten Xenopus laevis Oocyten. Die Oocyte befand
sich wa¨hrend des Experimentes in einem großen Tropfen Kint-Lo¨sung (Tabelle 3.1) auf
einem du¨nnen Glaspla¨ttchen und wurde durch ein Objektiv des Carl Zeiss Mikroskops
(Axiovert 25) um den Faktor 20 vergro¨ßert. Das Applikationssystem, welches aus fu¨nf
miteinander verklebten Thetagla¨sern aus Borosilikatglas bestand, ragte ebenfalls in
die Kint-Lo¨sung. Dieses Ro¨hrchensystem diente der Applikation von Lo¨sungen auf
die intrazellula¨re Seite der Zellmembran. Die Reservoirgefa¨ße der zu applizierenden
Flu¨ssigkeiten waren u¨ber jeweils einen Drei-Wege-Hahn und einem Teflonschlauchsys-
tem mit dem Applikationssystem verbunden. Um einen schnellen Lo¨sungsaustausch zu
gewa¨hrleisten und Verschmutzungen vorzubeugen, wurde sta¨ndig frische Kint-Lo¨sung
u¨ber das Applikationssystem zugefu¨hrt und u¨ber eine Pumpe abgesaugt.
U¨ber den sehr fein justierbaren Objekttisch konnte unter mikroskopischer Sicht die
Glaspipette in eine Ebene mit der Oocyte gebracht werden. Die Pipetten aus Bo-
rosilikatglas (Durchmesser 2:1,4mm) wurden mit einem Mikropipettenpuller (Model
P-97, Sutter Instruments & Co., USA) gezogen und anschließend durch einen heißen
Platindraht poliert (
”
Microforge MF830“, Narishige Japan). Der Pipettenwiderstand
schwankte zwischen 400-600kΩ.
Um eine optimale Anhaftung der Pipette an die Zellmembran zu erreichen, wurde die
Pipettenspitze vor dem Befu¨llen in Paraffino¨l getaucht. Denn um ein Membranstu¨ck aus
dem Membranverband lo¨sen zu ko¨nnen war ein Widerstand von mindestens einem GΩ
zwischen Glas und Membran no¨tig. Alle
”
Giant patch-clamp“ Experimente erfolgten in
der
”
inside-out“ Konfiguration.
Das anschließende Befu¨llen der Pipette mit Pipettenlo¨sung (Tabelle 3.1) konnte durch
ein Microfilament mit Spritze und Spritzenaufsatzfilter pra¨zise durchgefu¨hrt werden.
Im Weiteren wurde die Glaspipette auf eine chlorierte Silberelektrode, welche direkt
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mit der
”
head-stage“ verbunden war, aufgesetzt. Eine weitere Elektrode befand sich in
der Bad-Lo¨sung und stand ebenfalls u¨ber ein Kabel mit der
”
head-stage“ in Verbin-
dung. Die entstandenen Spannungen und Stro¨me wurden u¨ber den EPC9-Versta¨rker
aufgenommen und mit einem Bessel Filter mit 3kHz gefiltert. Das Pulsprotokoll ergab
einen Rechteckpuls von insgesamt 600ms Dauer. Die ersten 100ms des Pulses wurde der
Kv-Kanal bei dem Haltepotential von -80mV geschlossen gehalten. In den darauf folgen-
den 400ms o¨ffnete der Kv-Kanal durch einen Spannungsprung auf +40mV und schloss
erneut durch einen Sprung zuru¨ck auf -80mV in den letzten 100ms des vorgegebenen
Pulses. Die Aufnahmefrequenz betrug 1kHz. Bei dem beschriebenen Rechteckpuls han-
delt es sich um das Standardprotokoll. Abweichungen werden sowohl im Text als auch
in der jeweiligen Abbildung angegeben.
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3.3 Rezepte verwendeter Lo¨sungen und
Chemikalien
Tabelle 3.1:Verwendete Lo¨sungen
Lo¨sung Zusammensetzung
Bath-Medium 4mM NaCl, 2,4mM NaHCO3, 1mM KCl, 0,82mM MgSO4,
0,41mM CaCl2 und 0,33mM Ca(N03)2x4H2O, 7,5mM TRIS,
Penicillin/Streptomycin und Cefuroxim, pH 7,4 mit HCl
eingestellt
Kint-Lo¨sung 120mM KCl, 10mM HEPES, 2mM EGTA und 1mM
Pyrophosphat, pH 7,2 mit KOH eingestellt
RbCl-Lo¨sung 120mM RbCl, 10mM HEPES, 2mM EGTA und 1mM
Pyrophosphat, pH 7,2 mit RbOH eingestellt
NMDG-Lo¨sung 120mM NMDG, 10mM HEPES, 2mM EGTA und 1mM
Pyrophosphat, pH 7,2 mit HCl eingestellt
30mM 30mM KCl, 150mM NMDG, 10mM HEPES, 2mM EGTA und
KCl-Lo¨sung 1 mM Pyrophosphat, pH 7,2 mit HCl eingestellt
KCl-Pipetten- 120mM KCl, 10mM HEPES und 1,8mM CaCl2,
Lo¨sung pH 7,2 mit KOH eingestellt
RbCl-Pipetten- 120mM RbCl, 10mM HEPES und 1,8mM CaCl2,
Lo¨sung pH 7,2 mit RbOH eingestellt
180mM KCl- 180mM KCl, 10mM HEPES und 1,8mM CaCl2,
Pipettenlo¨sung pH 7,2 mit KOH eingestellt
180mM RbCl- 180mM RbCl, 10mM HEPES und 1,8mM CaCl2,
Pipettenlo¨sung pH 7,2 mit RbOH eingestellt
NaCl-Pipetten- 120mM NaCl, 10mM HEPES und 1,8mM CaCl2,
Lo¨sung pH 7,2 mit NaOH eingestellt
NMDG-Pipetten- 120mM NMDG, 10mM HEPES und 1,8mM CaCl2,
Lo¨sung pH 7,2 mit HCl eingestellt
Bezugsquellen der Chemikalien:
SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Taufkirchen:
Arachidonsa¨ure, Arachidonoyl-CoA, Anandamid, Genistein, O¨strogen, Lysophosphati-
dylcholin, Lysophosphatidylinositol, Tetraethylammonium-Chlorid, Dimethylhexylamin
und QX314 (Lidocain N-ethyl Bromid).
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Prof. Gary Yellen, Harvard University, Boston:
Propyltriethylammonium-Bromid (C3-TEA),
Butyltriethylammonium-Bromid (C4-TEA),
Hexyltriethylammonium- Bromid (C6-TEA),
Octyltriethylammonium-Bromid (C8-TEA)
und Decyltriethylammonium-Bromid (C10-TEA).
Alle aufgefu¨hrten Substanzen wurden in speziellen Lo¨sungsmitteln gelo¨st, als Stamm-
lo¨sung bei -20◦C eingefroren und erst am Tag ihrer Verwendung auf die gewu¨nschte
Konzentration verdu¨nnt. Alle ungesa¨ttigten Fettsa¨uren, Steroidhormone und Lysophos-
pholipide wurden zusa¨tzlich vor Gebrauch 10 Minuten in einem Eisbad sonifiziert.
Tabelle 3.2:Verwendete Lo¨sungsmittel fu¨r die Substanzen
Lo¨sungsmittel gelo¨ste Substanz
DMSO Arachidonsa¨ure, Anandamid, Arachidonyl-CoA,
Genistein, O¨strogen
Chloroform, Methanol und Lysophosphatidylcholin, Lysophosphatidylinositol
Wasser (70:27:3 vol%)
Wasser TEA, TEA-Derivate (C3-C10-TEA), QX314, DMHA
3.4 Datenaufnahme und Datenauswertung
Die Datenaufnahme erfolgte mit einem Apple Macintosh 7600/132 Computer. Die
Softwareprogramme Pulse++ und EPC9-screen (HEKA electronics in Deutschland)
dienten der Aufzeichnung von Messdaten. Zur weiteren Datenanalyse und Auswertung
standen das Programm IGOR Pro Version 3.14 (WaveMetrics, Inc., USA) und Excel
Mac 2001 (USA) zur Verfu¨gung. Die Darstellung der Messkurven bzw. Diagramme
erfolgte mit dem Grafikprogramm Canvas Version 7 (Deneba Systems, USA).
Alle angegebenen Mittelwerte sind immer Mittelwerte aus mindestens drei Experimen-
ten (3-11 Experimente). Die Fehlerwerte entsprechen der Standardabweichung vom
Mittelwert.
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4 Ergebnisse
4.1 Empfindlichkeitsunterschiede der
PUFA-Inhibition in Kv-Kana¨len
Die inhibierende Wirkung von PUFA auf Kv-Kana¨le ist seit langem bekannt. Abbildung
4.1 zeigt die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen von Arachidonsa¨ure (AA) auf
den Shaker- und Kv3.1-Kanal. Die Messungen wurden in einer 120mM Kaliumchlo-
ridlo¨sung intra- sowie extrazellula¨r durchgefu¨hrt und AA an exzidierte
”
inside-out“
Patche gespu¨lt. Oliver et al konnten bereits zeigen, dass die Applikation von 1µM
AA ausreichend war, um die Kv3.1-Kana¨le nahezu vollsta¨ndig zu inhibieren (Oliver et
al., 2004). Sowohl die Shakerkana¨le als auch die Kv2.1-Kana¨le (keine Abb.) hingegen
reagierten wesentlich unempfindlicher auf AA und waren erst bei einer Konzentration
von 50µM AA vollsta¨ndig inhibiert. Dies zeigt, dass sich Kv-Kana¨le deutlich in ihrer
AA-Empfindlichkeit unterscheiden.
Interessanterweise erfolgt in Anwesenheit der Arachidonsa¨ure nach Depolarisation der
Membran zuna¨chst die Aktivierung der Kv-Kana¨le. Dies impliziert, dass die geschlosse-
nen Kana¨le nicht durch Arachidonsa¨ure inhibiert sind. Sobald die ungesa¨ttigte Fettsa¨u-
re jedoch gebunden hat, inhibiert der Shaker-Kanal. Der Einwasch bis zum
Erreichen des
”
steady states“ der Inhibiton nach repetitiver Aktivierung des Kanals
ist, wie Oliver et al., 2004 bereits am Kv3.1-Kanal zeigen konnten (Abschnitt 1.9.1),
konzentrationsabha¨ngig und nimmt bei einer Konzentration von 10µM AA ca. 30s
in Anspruch. Eine mo¨gliche Erkla¨rung hierfu¨r ist, dass erst nach Aufsa¨ttigung der
Membran genu¨gend freie AA zur Verfu¨gung steht, um am Kanal zu binden.
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Abbildung 4.1:Wirkung der Arachidonsa¨ure auf verschiedene Kv-Kana¨le in
”
inside-out“ Patchen in Xenopus laevis Oocyten.
A Inhibition des Shaker-Kanals und B des Kv3.1-Kanals durch
intrazellula¨re Applikation verschiedener AA-Konzentrationen. Die Messung
wurde an jeweils einem Patch durchgefu¨hrt. Zur Aktivierung der Kana¨le
erfolgte ein Spannungssprung (400ms) von -80mV auf +40mV bei
symmetrischen Kaliumverha¨ltnissen intra- und extrazellula¨r von 120mM
KCl-Lo¨sung.
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4.2 PUFA wirken von der intrazellula¨ren Seite der
Zellmembran
Um den Wirkmechanismus der PUFA an Kv-Kana¨len besser zu verstehen, wurde
untersucht, ob PUFA von intra- und/oder extrazellula¨r am Kv-Kanal binden. So-
wohl eine intra- als auch extrazellula¨re Bindungsstelle wird in der Literatur diskutiert
(Honore et al., 1994; Villaroel and Schwarz, 1996). Oliver et al. zeigten hingegen,
dass die Arachidonsa¨ure von beiden Seiten appliziert Kv3.1-Kana¨le inhibiert (Oliver
et al., 2004). Diese Ergebnisse konnten besta¨tigt werden. Hierzu wurden 10µM AA
von intrazellula¨r und 20µM u¨ber die Pipettenlo¨sung auf Kv3.1-Kana¨le appliziert. Die
Inhibition war von beiden Seiten gleichermaßen potent (Abb.4.2B+C). Da die AA selbst
membranpermabel ist, wurde Arachidonoyl-CoA (AA-CoA) verwendet. Das AA-CoA
kann die Lipiddoppelschicht aufgrund der mehrfach negativ geladenen Kopfgruppe,
dem Coenzym A (Abb.4.2A), nicht passieren und durchspannt somit nach Applikation
jeweils die innere oder a¨ußere Schicht der Membran. In den Experimenten mit 10µM
intrazellula¨rem AA-CoA wurden die Kv3.1-Kana¨le potent inhibiert. Nach extrazel-
lula¨rer Applikation von 20µM AA-CoA hingegen konnte keinerlei Inhibition erzeugt
werden, was eine intrazellula¨re Interaktionsstelle der AA an Kv-Kana¨len vermuten
la¨sst (Abb.4.2B+C).
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Abbildung 4.2: Wirkung der Arachidonsa¨ure und Arachidonoyl-CoA nach intra-
und extrazellula¨rer Applikation auf den Kv3.1-Kanal.
A Strukturformel Coenzym A. B Inhibition des Kv3.1-Kanals nach
intrazellula¨rer Applikation von jeweils 10µM AA und AA-CoA auf ein
”
inside-out“ Patch. Die Inhibition erfolgte bei beiden Substanzen schnell
und vollsta¨ndig. C Extrazellula¨re Applikation von jeweils 20µM beider
Substanzen u¨ber die Pipettenlo¨sung zeigt, dass der Kv3.1-Kanal nur durch
die membranpermeable AA inhibiert werden konnte. Zur Aktivierung der
Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (400ms) von -80mV auf +40mV bei
symmetrischen Kaliumverha¨ltnissen intra- und extrazellula¨r von 120mM
KCl-Lo¨sung.
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4.3 Beobachtung des
”
foot in the door“ Pha¨nomens
bei PUFA-Inhibition von Kv-Kana¨len
Das
”
foot in the door“ Pha¨nomen basiert auf der Beobachtung, dass das
”
activation
gate“, welches im Bereich des terminalen S6-Segmentes in der Na¨he der PXP-Sequenz
(Long et al., 2005b) vermutet wird, nach Bindung eines
”
open-channel“ Blockers (u.a.
Tetraethylammonium) in der Pore nicht mehr schließen kann. Da nur die nicht blockier-
ten Kv-Kana¨le in einem Makropatch deaktivieren ko¨nnen, ist die Deaktivierung (
”
tail
current“) dementsprechend verlangsamt. Dieser Effekt wurde zum ersten Mal durch
Armstrong im Jahr 1971 beschrieben. Nun soll u¨berpru¨ft werden, ob auch die PUFA-
Inhibition eine verlangsamte Deaktivierung zeigt. Dazu wurde in An- und Abwesen-
heit von 10µM AA in einer symmetrischen 120mM KCl-Lo¨sung ein Spannungssprung
von -80mV zu +40mV durchgefu¨hrt (Abb.4.3). In der Kontrolllo¨sung reagieren die
Shaker-Kana¨le mit einer schnellen persistierenden Aktivierung (C→O) und inhibieren
nach Applikation von 10µM AA (C→O→I). Die Repolarisation (+40mV zu -80mV)
der Membran fu¨hrt in der Kontrolllo¨sung zum schnellen Schließen der Shaker-Kana¨le
(O→C). In Anwesenheit von AA ist die Deaktivierungskurve verlangsamt, was nach
Superposition beider Kurven am
”
cross over“ sichtbar wird (Abb.4.3). Dieses Ergebnis
ko¨nnte bedeuten, dass Arachidonsa¨ure in der Pore bindet und dadurch den Verschluss
des
”
activation gates“ verhindert. Dies wu¨rde fu¨r einen Wirkmechanismus der PUFA
im Sinne eines
”
klassischen“
”
open-channel“ Blockers sprechen (Yellen, 1998).
Ob es sich tatsa¨chlich um einen durch AA ausgelo¨sten
”
klassischen“
”
open-channel“
Block oder um einen allosterischen Mechanismus (am Selektivita¨tsfilter) handelt, wel-
cher die Kv-Kana¨le inhibiert, soll in den folgenden Abschnitten erarbeitet werden.
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Abbildung 4.3:
”
foot in the door“ Effekt nach PUFA-Inhibition am Shaker-Kanal.
Aktivierungs- (-80mV zu +40mV fu¨r 400ms) und Deaktivierungskurve
(+40mV zu -80mV fu¨r 100ms) der Shaker-Kana¨le in An- und Abwesenheit
von AA. Nach Applikation von 10µM AA werden die Shaker-Kana¨le
zuna¨chst aktiviert, inhibieren jedoch sobald die Fettsa¨ure gebunden hat.
Die Deaktivierung erfolgt langsamer als in der Kontrolllo¨sung, was an dem
”
cross over“ beider Deaktivierungskurven sichtbar wird. Die Experimente
wurden in symmetrischen KCl-Lo¨sung von jeweils 120mM durchgefu¨hrt.
4.4 Wirkung von TEA und seiner Derivate auf
Kv-Kana¨le
4.4.1 Abschwa¨chung der PUFA-Inhibition durch
intrazellula¨res TEA
Eine weitere Mo¨glichkeit, um zu testen, ob es sich bei der PUFA-Inhibition tatsa¨chlich
um eine
”
open-channel“ Blockade handelt, ist es die Wirkung eines bekannten
”
open-
channel“ Blockers auf die PUFA-Inhibition zu untersuchen. Mit diesem Ziel wurde
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Tetraethylammonium (TEA) (Abb.1.8A) ausgewa¨hlt, welches ein etablierter
”
open-
channel“ Blocker an Kv-Kana¨len ist. TEA interagiert mit der Aminosa¨ure T441 im
Bereich der P-Schleife des Shaker-Kanals (Choi et al., 1993) und blockiert somit die
Leitfa¨higkeit fu¨r Kaliumionen. Die folgenden Experimente dazu wurden sowohl am
Shaker- als auch am Kv2.1-Kanal durchgefu¨hrt.
Die Shaker- und Kv2.1-Kana¨le wurden mit verschiedenen TEA-Konzentrationen
(1, 2, 5 und 12mM) fraktionell blockiert und unter diesen Bedingungen die AA-Inhibi-
tion untersucht. Auffa¨llig war, dass die AA-Inhibition mit zunehmender TEA-Konzen-
tration immer sta¨rker abgeschwa¨cht wurde. Um die Zeitkonstanten der Inhibierung
fu¨r jede einzelne Messung bestimmen zu ko¨nnen, wurde der Zeitverlauf der Inhibition
monoexponentiell gefittet und die jeweilige Zeitkonstante bestimmt. Unter Kontroll-
bedingungen betrug die Zeitkonstante (tauin) der durch AA (50µM) hervorgerufenen
Inhibition am Shaker-Kanal 5,2ms +/- 0,8ms (n=3). Die Blockade der Kv-Kana¨le durch
ansteigende TEA-Konzentrationen nahm von 54,3% +/- 1,5% auf bis 88% +/- 1% zu,
wa¨hrend das tauin der AA-Inhibition von 12,2ms +/- 3,2ms auf 39,8ms +/- 4,3ms
(Abb.4.4A+B) verlangsamt war. Die gleichen Experimente wurden auch am Kv2.1-
Kanal (n=1) durchgefu¨hrt. Hierbei konnten durch 1mM TEA 66% und durch 12mM
90% der Kana¨le blockiert werden. Nach dem Einwasch von 50µM AA allein betrug
das tauin 7,8ms (Abb.4.5A) und in Anwesenheit von 1mM TEA 20,8ms bzw. 12mM
TEA 47ms. Die A¨nderung der AA-Inhibitionsrate verha¨lt sich also proportional zum
fraktionellen TEA-Block des Auswa¨rtsstromes am Shaker- und Kv2.1-Kanal (Abb.4.4C
und 4.5B). D.h. im Falle einer Blockade von 50% der Kv-Kana¨le durch TEA ist
die durch PUFA induzierte Inhibition (O-AA) nur halb so schnell, da lediglich die
Kv-Kana¨le im offenen Zustand (O) durch PUFA inhibiert werden ko¨nnen. Ein durch
TEA blockierter Kv-Kanal (TEA-O) hingegen kann nicht durch PUFA inhibiert wer-
den. Zur Verdeutlichung folgendes Reaktionsschema:
Diese Ergebnisse implizieren eine Kompetition beider Substanzen in der Pore, sodass
die Hypothese einer
”
open-channel“ Blockade durch PUFA weiterhin gestu¨tzt wird.
(Wie weiter unten ersichtlich, ist diese Schlussfolgerung nicht korrekt.)
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Abbildung 4.4:Verlangsamung der PUFA-Inhibition nach intrazellula¨rer TEA-
Applikation am Shaker-Kanal.
A Zu Beginn des Experimentes wurden 50µM AA auf ein
”
inside-out“
Patch appliziert. Die Inhibition erfolgte schnell und vollsta¨ndig. Nach
dem Auswasch der AA wurde der Auswa¨rtsstrom mittels verschiedener
intrazellula¨rer TEA-Konzentrationen unterschiedlich stark blockiert (mit
1mM TEA 54%, 2mM TEA 62%, 5mM TEA 75% und 12mM TEA 87%)
und anschließend zusa¨tzlich 50µM AA appliziert. B Die Abschwa¨chung
der PUFA-Inhibition nach Normalisierung der Reststro¨me auf die initiale
Stromgro¨ße in Abha¨ngigkeit der Rate TEA-blockierter Kana¨le wird so
besonders deutlich. Das tauin nach Applikation von 50µM AA allein betrug
5,8ms und in Anwesenheit von 1mM TEA 9,3ms, von 2mM TEA 12,6ms,
von 5mM TEA 23,2ms und von 12mM TEA 43,3ms.
C A¨nderungen der Gro¨ße des Auswa¨rtsstroms nach TEA-Block (∆) und
der
”
on-rate“ (kon) des TEA-Blockes (◦) in Abha¨ngigkeit der applizierten
TEA-Konzentration in mM am Shaker-Kanal verhalten sich proportional.
kon wurde nach folgender Gleichung berechnet: kon=1/t/(1+Iunbl/Iblock),
wobei (1/t) die Zeitkonstante nach monoexponentieller Anpassung jeder
einzelnen Messung darstellt und Iunbl/Iblock das Verha¨ltnis der nicht TEA-
blockierten Kana¨le zu den TEA-blockierten Kana¨len zeigt (Choi et al.,
1991). Zur Aktivierung der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (400ms)
von -80mV auf +40mV bei symmetrischen Kaliumverha¨ltnissen intra- und
extrazellula¨r von 120mM KCl-Lo¨sung.
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Abbildung 4.5:Verlangsamung der PUFA-Inhibition nach intrazellula¨rer TEA-
Applikation am Kv2.1-Kanal.
A Abschwa¨chung der PUFA-Inhibition in Abha¨ngigkeit der Rate TEA-
blockierter Kana¨le (mit 1mM TEA 66%, 2mM TEA 75%, 5mM TEA 83%
und 12mM TEA 88%) nach Normalisierung der Reststro¨me auf die initiale
Stromgro¨ße. Das tauin nach Applikation von 50µM AA allein betrug 7,8ms
und in Anwesenheit von 1 und 2mM TEA 20,8ms, von 5mM TEA 32ms
und von 12mM TEA 55ms. B A¨nderungen der Gro¨ße des Auswa¨rtsstroms
nach TEA-Block (∆) und der
”
on-rate“ (kon) des TEA-Blockes (◦) in
Abha¨ngigkeit der applizierten TEA-Konzentration in mM am Kv2.1-Kanal
verhalten sich proportional (weitere Erla¨uterungen siehe Abb.4.4).
4.4.2 Wirkung der TEA-Derivate auf die PUFA-Inhibition
Armstrong konnte bereits im Jahr 1971 zeigen, dass langkettige Alkyl-Derivate des
TEAs Kv-Kana¨le potent blockieren. Dabei interagieren sie mit zunehmender La¨nge der
hydrophoben Alkylkette sta¨rker mit den Aminosa¨uren der S6-Segmente, wodurch die
Kopfgruppe den Kontakt zur Stelle T441 in der Porenregion des Shaker-Kanals verliert
(Choi et al., 1993). Dieses Wissen nutzten Baukrowitz und Yellen bei der genaueren
Charakterisierung der Verlangsamung der
”
C-type“ Inaktivierung durch TEA aus. Sie
konnten zeigen, dass TEA die
”
C-type“ Inaktivierung, welche durch einen Porenkollaps
zum Verlust der Leitfa¨higkeit fu¨r Kaliumionen fu¨hrt, verhindert (Baukrowitz and Yel-
len, 1996). Dafu¨r ist ein enger Kontakt der Kopfgruppe Triethylammonium des TEA
zur Aminosa¨ure T441 notwendig. Je la¨nger die Alkylkette der TEA-Derivate jedoch
wurde, desto sta¨rker interagierten diese mit den Aminosa¨uren der S6-Segmente und
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umso geringer war der Effekt auf die
”
C-type“ Inaktivierung.
In dieser Arbeit soll auf Grundlage dieser Kenntnisse untersucht werden, inwieweit die
TEA-Derivate in Abha¨ngigkeit von der Alkylkettenla¨nge die PUFA-Inhibition
beeinflussen. Fu¨r die Experimente waren nur das kurzkettigere Propyl-, Butyl- und
Hexyltriethylammoniumbromid (C3, C4- und C6-TEA) geeignet, da durch Octyl- oder
Decyltriethylammoniumbromid (C8- oder C10-TEA) kein schneller Amplitudenblock,
sondern eine langsamere zeitabha¨ngige Blockierung induziert wird (Choi et al., 1993),
welche sich bei gleichzeitiger Applikation nicht von der PUFA-Inhibition trennen la¨sst.
Die Konzentrationen des TEAs (5mM) sowie der TEA-Derivate (C3-TEA 8mM, C4-
TEA 5mM und C6-TEA 1mM) wurden so gewa¨hlt, dass ungefa¨hr 80% der Shaker-
Kana¨le (83% +/- 2,5%) blockiert waren. Die Zeitkonstante der Inhibierung (tauin)
nach Einwasch von 50µM AA allein betrug 7ms und in Anwesenheit von 5mM TEA
35ms. Nach Blockade der Shaker-Kana¨le durch C3-TEA (tauin=22ms) war die Kinetik
der PUFA-Inhibition weniger stark verlangsamt und durch C4-TEA (tauin=15ms)
und C6-TEA (tauin=11ms) sogar nahezu gleich zum Kontrollexperiment ohne TEA
(Abb.4.6A).
Da die Kv2.1-Kana¨le wesentlich empfindlicher auf die la¨ngerkettigen TEA-Derivate
reagierten, war eine Anpassung der Konzentrationen - C3-TEA 7mM, C4-TEA 3,75mM
und C6-TEA 0,75mM - notwendig, wodurch 87% +/- 1,6% der Kv2.1-Kana¨le
blockierten. Die Kv2.1-Kana¨le wurden zu Beginn des Experiments mit 50µM AA
inhibiert. Die Zeitkonstante der Inhibition betrug dabei 13ms und konnte nach der
”
open-channel“ Blockade durch TEA auf ein tauin von 42ms verlangsamt werden.
Das C3-TEA (tauin=33ms) schwa¨chte die PUFA-Inhibition nur noch moderat ab,
wohingegen das C4-TEA (tauin=24ms) und C6-TEA (tauin=20ms) diese nicht mehr
beeinflussten (Abb.4.6B).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Abschwa¨chung der PUFA-Inhibition am Shaker- und
Kv2.1-Kanal nur mo¨glich ist, wenn die TEA-Kopfgruppe und nicht die hydrophobe
Alkylkette die Bindung dominiert.
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Abbildung 4.6:Wirkung von Alkyl-Derivaten des TEAs auf die PUFA-Inhibition
am Shaker- und Kv2.1-Kanal.
Abschwa¨chung der PUFA-Inhibition nach Applikation von 50µM
Arachidonsa¨ure ist in Anwesenheit la¨ngerkettiger Alkyl-Derivate des
TEA aufgehoben. Wa¨hrend das C3-TEA die Inhibition noch moderat
abschwa¨cht, ist diese nach Applikation des C4- und C6-TEAs sowohl an den
A Shaker- als auch B Kv2.1-Kana¨len aufgehoben. Die Reststro¨me sind auf
die initiale Stromgro¨ße normalisiert. Auffa¨llig ist bei beiden Kv-Kana¨len,
dass der
”
steady state“ der PUFA-Inhibition in Anwesenheit der TEA-
Derivate nicht erreicht wird. Die Messungen wurden jeweils an einem Patch
durchgefu¨hrt. Zur Aktivierung der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung
(400ms) von -80mV auf +40mV bei symmetrischen Kaliumverha¨ltnissen
intra- und extrazellula¨r von 120mM KCl-Lo¨sung.
Um die Validita¨t dieser Korrelation zu u¨berpru¨fen, sollen außer der TEA-Derivate
noch zwei weitere Substanzen, welche sich hinsichtlich ihrer Kopfgruppe unterscheiden,
getestet werden. Zum einen handelt es sich um das Lidocain N-ethyl bromid (QX314)
(Abb.1.8) mit gleicher Kopfgruppe wie das TEA und zum anderen um das Dimethyl-
hexylamin (DMHA) (Abb.4.7A) mit einer Dimethylammoniumgruppe. Um in etwa 80%
der Shaker-Kana¨le zu blockieren, wurden 500µM QX314 und 12mM DMHA verwendet
(78,3% +/- 2,9%). Im Kontrollexperiment mit 50µM AA konnte ein tauin von 11,7ms
und in Gegenwart von 5mM TEA ein tauin von 50ms gemessen werden. Das QX314
(tauin=25ms) verlangsamte a¨hnlich dem C3-TEA die PUFA-Inhibition weniger stark.
Die Substanz DMHA (tauin=16,4ms) hatte hingegen keinerlei Wirkung auf die Kinetik
der AA-Inhibition (Abb.4.7B).
Fu¨r die Experimente an den Kv2.1-Kana¨len wurden 500µM QX314 und 10mM DMHA
verwendet, was durchschnittlich 81% +/- 2,3% der Kana¨le blockierte. In Anwesenheit
von AA allein betrug das tauin 9ms und in Gegenwart von 5mM TEA 30ms. Die
53
Substanz QX314 (tauin=18ms) schwa¨chte die PUFA-Inhibition durch AA nur moderat
ab und das DMHA (tauin=9ms) hatte keinerlei Einfluss (Abb.4.7C).
Abbildung 4.7:Wirkung von QX-314 und DMHA auf die PUFA-Inhibition am
Shaker- und Kv2.1-Kanal.
A Strukturformel von DMHA (Dimethylhexylamin). Abschwa¨chung der
PUFA-Inhibition nach Applikation von 50µM AA durch QX314 moderat
und durch DMHA ga¨nzlich am B Shaker- und C Kv2.1-Kanal aufgehoben.
Beide Substanzen v.a. DMHA na¨hern sich dabei dem
”
steady state“ der
durch AA induzierten Inhibition im Gegensatz zu den TEA-Derivaten
stark an. Die Reststro¨me sind auf die initiale Stromgro¨ße normalisiert. Die
Messungen wurden teilweise auch an mehreren Patchen durchgefu¨hrt. Zur
Aktivierung der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (400ms) von -80mV
auf +40mV bei symmetrischen Kaliumverha¨ltnissen intra- und extrazellula¨r
von 120mM KCl-Lo¨sung.
Bemerkenswert ist, dass der
”
steady state“ der AA-Inhibition in Gegenwart der TEA-
Derivate (C4- und C6-TEA) nicht erreicht wird, obwohl die Zeitkonstante der Inhibition
unvera¨ndert ist (Abb.4.6). Eine wahrscheinliche Erkla¨rung dafu¨r ist, dass die TEA-
Derivate und AA gleichzeitig in der Pore binden, dadurch die
”
off-rate“ (Freisetzungs-
rate) von AA erho¨hen und somit den
”
steady state“ der AA-Inhibition entsprechend
vera¨ndern. Es ist wichtig hier hervorzuheben, dass sich die Zeitkonstante der Inhibition
aus tauin=(kon+koff )
−1 ergibt. Insofern bewirken die TEA-Derivate auch eine geringfu¨-
gige Abnahme der Bindungsrate (kon), da sich der ”
steady state“ der Inhibition von ca.
90% auf 70% verschiebt. Die Wirkung auf die Anbindungsrate (koff ) muss hingegen fiel
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deutlicher sein, sonst ko¨nnte sich der
”
steady state“ nicht dementsprechend verschoben
haben. Weitere Untersuchungen der koff waren jedoch nicht mo¨glich, da der Auswasch
der AA aus dem Patch nur sehr langsam erfolgt und somit eine direkte Bestimmung
der koff verhindert.
Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass die TEA-blockierten Shaker-
und Kv2.1-Kana¨le, wie im Balkendiagramm in Abbildung 4.8 dargestellt, durch Arachi-
donsa¨ure nicht mehr inhibiert werden ko¨nnen. Jedoch sobald die Kopfgruppe modifi-
ziert oder die hydrophobe Alkylkette des TEAs la¨nger ist, ist die Inhibition durch PUFA
in Anwesenheit des Blockers mo¨glich. Anhand dieser Daten wird der Mechanismus
einer
”
open-channel“ Blockade durch PUFA unwahrscheinlicher. Viel nahe liegender ist,
dass die PUFA mit Aminosa¨uren der S6-Segmente interagieren und einen allosterischen
Mechanismus, vermutlich im Selektivita¨tsfilter, auslo¨sen, was den Kollaps der Pore zur
Folge hat. In Anwesenheit von TEA wird der Selektivita¨tsfilter vermutlich stabilisiert
und somit der Inhibierungsmechanismus durch PUFA verhindert.
PUFA fu¨hren also, a¨hnlich der bereits dargestellten intrinsischen Inaktivierungsme-
chanismen
”
C-type“- und
”
N-type“ Inaktivierung, zu strukturellen Vera¨nderungen im
Kanalprotein, was den Verlust der Kaliumleitfa¨higkeit zur Folge hat. Die Inhibition
durch PUFA kann daher als ein weiterer Inaktivierungsmechanismus von Kv-Kana¨len
angesehen werden. Aus diesem Grund wird in den folgenden Abschnitten nicht der
Begriff Inhibitionsmechanismus sondern Inaktivierungsmechanismus durch PUFA ver-
wendet.
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Abbildung 4.8:A TEA-blockierte Shaker-Kana¨le (tau(80%Block+AA) ko¨nnen durch
PUFA nicht mehr inhibiert werden, d.h. die Verlangsamung der PUFA-
Inhibition tau(80%Block+AA)/tau(AA) geht gegen unendlich. Mittels
C3-TEA bzw. QX314 blockierte Kana¨le inaktivieren nach zusa¨tzlicher
Applikation von PUFA um das 11,3fache +/- 5,1 bzw. 5,9fache +/-
0,17 langsamer. Bei Blockade durch die la¨ngerkettigeren Derivate C4-
und C6-TEA (4,7fach +/- 1,3 und 3,4fach +/- 1,4) oder DMHA
(2,3fach +/- 0,44) ist die Abschwa¨chung der PUFA-Inhibition nahezu
aufgehoben. Die Berechnung tau(80%Block+AA) erfolgte nach der
Gleichung: 1/tau(gesamt)=A*1/tau(AA)+B*1/tau(80%Block+AA), wobei
das tau(gesamt) die durch TEA bzw. TEA-Derivate blockierten Kana¨le
(ca.80%) und die geo¨ffneten Kana¨le (ca.20%), welche durch Arachidonsa¨ure
inhibierbar sind, beru¨cksichtigt. A bzw. B gibt die Rate der geo¨ffneten
bzw. blockierten Kana¨le an. B Verlangsamung der PUFA-Inhibition
tau(80%Block+AA)/tau(AA) um ein Vielfaches (Schwankungsbreite 3 bis
20fach, daher keine Angabe der Standardabweichung) am Kv2.1-Kanal.
Mittels C3-TEA bzw. QX314 blockierte Kana¨le inhibieren nach zusa¨tzlicher
Applikation von PUFA um das 2,9fache +/- 0,94 bzw. 2,9fache +/- 0,75
langsamer. Bei Blockade durch die la¨ngerkettigeren Derivate C4- und C6-
TEA (1,9fach +/- 0,34 bzw. 1,3fach +/- 0,17) sowie DMHA (1fach +/- 0,04)
ist die Abschwa¨chung der PUFA-Inhibition vollsta¨ndig aufgehoben. Die
Messungen wurden zum Teil an einem Patch oder auch an mehreren Patchen
durchgefu¨hrt. Zur Aktivierung der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung
(400ms) von -80mV auf +40mV bei symmetrischen Kaliumverha¨ltnissen
intra- und extrazellula¨r von 120mM KCl-Lo¨sung.
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4.4.3 Mutation T441S am Shaker-Kanal hebt die Wirkung
von intrazellula¨rem TEA auf die PUFA-Inaktivierung
auf
Die Aminosa¨ure Threonin an der Stelle 441 befindet sich unterhalb der intrazellula¨r
zugewandten Seite des Selektivita¨tsfilters (Aminosa¨ure 442-446) im Shaker-Kanal. Es
ist bekannt, dass die Affinita¨t des Shaker-Kanals gegenu¨ber intrazellula¨r appliziertem
TEA nach Punktmutation des Threonin zum Serin um etwa das 10fache herabgesetzt
ist (Yellen et al., 1991). Im Weiteren hebt diese Punktmutante die Wirkung von
TEA auf die
”
C-type“ Inaktivierung auf (Baukrowitz and Yellen, 1996). Im folgen-
den Experiment, welches in Zusammenarbeit mit Gunter Ehrlich, einem Mitglied der
Arbeitsgruppe von Prof. Baukrowitz entstand, wurde die Wirkung der T441 Mutante
auf die PUFA-Inaktivierung untersucht.
Im Kontrollexperiment fu¨hren 20µM AA zu einer fast vollsta¨ndigen Inaktivierung der
Shaker-Kana¨le mit einer Zeitkonstante von 5ms. Nach Applikation von 40mM TEA
werden 76,7% +/- 1,2% (n=3) der Kana¨le blockiert (Abb.4.9A), wobei der Zeitverlauf
der AA-Inaktivierung unvera¨ndert bleibt (tauin=5,6ms) (Abb.4.9B).
Abbildung 4.9: Beeinflussung der PUFA-Inaktivierung in An- und Abwesenheit
von intrazellula¨rem TEA am Shaker-Kanal T441S.
A Partielle Blockade (76%) des Auswa¨rtsstrom mittels 40mM intrazellu-
la¨ren TEAs. B Inaktivierung der Shaker-Kana¨le mit 20µM AA in An-
und Abwesenheit von 40mM intrazellula¨ren TEAs. Die PUFA-Inaktivierung
ist bei einem tauin von jeweils 5ms ohne TEA sowie 5,6ms mit TEA
gleichermaßen potent. Die Messung wurde an einem Patch durchgefu¨hrt.
Zur Aktivierung der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (300ms) von
-80mV auf +40mV bei symmetrischen Kaliumverha¨ltnissen intra- und
extrazellula¨r von 120mM KCl-Lo¨sung.
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Vermutlich kann das TEA den Selektivita¨tsfilter der Punktmutante T441S des Shaker-
Kanals nicht ausreichend stabilisieren, um den Porenkollaps nach Applikation von
PUFA zu verhindern. Diese Ergebnisse unterstreichen die Annahme, dass TEA nicht
durch Verdra¨ngung von Arachidonsa¨ure sondern durch Stabilisierung des Selektivita¨ts-
filters die PUFA-Inaktivierung beeinflussen.
4.5 Wirkung von Rubidiumionen auf die Inhibition
von Kv-Kana¨len durch Arachidonsa¨ure und
”
klassischen“
”
open-channel“ Blockern
Oliver et al. zeigte, dass die Inaktivierung der Kv-Kana¨le durch PUFA sehr stark vom
permeierenden Ion abha¨ngig ist. Er berichtete, dass die Permeation von Rubidiumionen
anstelle von Kaliumionen eine dramatische Reduktion der PUFA-Inaktivierung zur Fol-
ge hat (Oliver et al., 2004). Dieses Ergebnis konnte ich besta¨tigen. In der Abbildung 4.10
ist die Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen AA auf Shaker- und Kv3.1-Kana¨le in
einer 120mM Rubidiumchloridlo¨sung dargestellt (im Vergleich siehe Abbildung 4.1). In
beiden Fa¨llen kommt es in der Rubidiumlo¨sung unabha¨ngig von der AA-Konzentration
zu einer dramatischen Abnahme der AA-Inaktivierung.
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Abbildung 4.10:Rubidiumabha¨ngigkeit der Arachidonsa¨ure nach Applikation auf
verschiedene Kv-Kana¨le.
A Inaktivierung der Shaker- und B Kv3.1-Kana¨le durch intrazellula¨re
Applikation verschiedener AA-Konzentrationen in einer 120mM Rubidi-
umchloridlo¨sung (im Vergleich siehe Abb.4.1). Zur Aktivierung der Kana¨le
erfolgte ein Spannungssprung (400ms) von -80mV auf +40mV mit einer
120mM extrazellula¨ren KCl-Lo¨sung.
Im Folgenden wurde das gleiche Experiment fu¨r zwei
”
klassische“
”
open channel“ Blo-
cker, das C10-TEA und AVEO118, wiederholt.
Das C10-TEA ist ein sehr potenter Porenblocker des Shaker- und Kv2.1-Kanals, wobei
die Kopfgruppe, das Triethylammonium, im Bereich der Porenregion bindet und die
hydrophobe Alkylkette mit dem S6-Segment interagiert (Choi et al., 1993). Die Ab-
bildung 4.11B zeigt die Wirkung von 5µM C10-TEA auf Shaker-Kana¨le, welche nach
einem 400ms Depolarisationspuls in einer 120mM KCl- bzw. RbCl-Lo¨sung aktivieren.
Interessanterweise konnte die Blockade durch Rubidiumionen weder verlangsamt noch
in ihrem Ausmaß abgeschwa¨cht werden.
Als zweiter Kv-Kanalblocker wurde AVEO118 (Abb.4.11A) (2´-{[2-(4-Methoxy-Phenyl)-
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Acetylamino]-Methyl}-Biphenyl-2-Carbonsa¨ure(2-Pyridin-3-yl-Ethyl)-amid verwendet.
Dieser Blocker bindet am geo¨ffneten Kv3.1-Kanal an einer hochkonservierten
Aminosa¨uresequenz im S6-Segment (Decher, et al., 2006). Nach Applikation von 10µM
AVEO118 inhibierten die Kv3.1-Kana¨le ebenfalls unabha¨ngig vom permeierenden Ion
nach einem Depolarisationspuls (Abb.4.11C).
Abbildung 4.11: Inhibition durch C10-TEA und AVEO118 sind nicht rubidium-
abha¨ngig.
A Strukturformel AVEO118. Inaktivierung des B Shaker-Kanals durch
Applikation von 5µM C10-TEA und C des Kv3.1-Kanals mittels 10µM
AVEO118 sowohl mit 120mM KCl-Lo¨sung als auch 120mM RbCl-
Lo¨sung. Die Inhibition konnte bei beiden Blockern durch Rubidiumionen
nicht verlangsamt werden. Zur Aktivierung der Kana¨le erfolgte ein
Spannungssprung (400ms) von -80mV auf +40mV.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Permeation von Rubidiumionen keinen Einfluss auf
die Wirkung von
”
open-channel“ Blockern hat. Die Wirkung von AA wird hingegen
stark abgeschwa¨cht. Dies impliziert, dass sich die Wirkmechanismen der
”
open-channel“
Blocker und der PUFA grundlegend unterscheiden. Es ist vorstellbar, dass PUFA durch
Interaktionen mit Aminosa¨uren der S6-Segmente (Decher et al., 2010; Moreno-Galindo
et al., 2010) u¨ber einen allosterischen Mechanismus einen Porenkollaps bedingen, wel-
cher zum Teil durch Rubidiumionen verhindert werden kann.
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4.5.1 Beteiligung des Selektivita¨tsfilters an der
PUFA-Inaktivierung
Die obigen Ausfu¨hrungen zeigen, dass ein von Rubidium getragener Auswa¨rtsstrom
die AA-Inaktivierung stark abschwa¨cht. Um zu untersuchen, inwieweit ein Rubidium-
Einwa¨rtsstrom die AA-Inaktivierung beeinflusst, wurden folgende Bedingungen
gewa¨hlt, die eine Aktivierung von Kv3.1-Kana¨len ermo¨glichen und gleichzeitig einen
Rubidium-Einwa¨rtsstrom hervorrufen: intrazellula¨r 30mM Kaliumchloridlo¨sung und
extrazellula¨r 180mM Rubidiumchloridlo¨sung. Ein Spannungssprung nach 80mV fu¨hrt
zu einem Kalium getragenen Auswa¨rtsstrom und eine Repolarisation nach -20mV zu
einem Rubidium getragenen Einwa¨rtsstrom. Die Abbildung 4.12A zeigt, dass 10µM
AA zu einer schnellen Inaktivierung des Kaliumauswa¨rtsstroms fu¨hren. Nach Repola-
risation bleiben die Kv3.1-Kana¨le in Anwesenheit von Kalium in der Pore weiterhin
inaktiviert (Abb.4.12B). In den Experimenten mit extrazellula¨rem Rubidium kommt
es jedoch durch einen Spannungssprung nach -20mV zu einer teilweisen Aufhebung der
AA-Inaktivierung (Abb.4.12C). Die Zeitkonstante betrug ca. 70ms.
Diese Experimente zeigen, dass die Ionenzusammensetzung der intra- und extrazel-
lula¨ren Lo¨sung an sich keinen direkten Einfluss auf die PUFA-Inaktivierung haben.
Vielmehr ist die Stromrichtung und damit die Ionenspezies, welche sich in der Pore
(Selektivita¨tfilter) befindet, entscheidend fu¨r die PUFA-Inaktivierung.
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Abbildung 4.12:Rubidiumabha¨ngigkeit der Arachidonsa¨ure-Inaktivierung am
Kv3.1-Kanal ist von der Stromrichtung abha¨ngig.
Die Pipettenlo¨sung entha¨lt 180mM KCl/RbCl-Lo¨sung und die intra-
zellula¨re Lo¨sung 30mM KCl, welcher 10µM AA zugesetzt wurden. A
Nach Depolarisation von -80mV auf +80mV werden die Kv3.1-Kana¨le
inaktiviert, wobei der Auswa¨rtsstrom von Kaliumionen getragen wird.
Eine Repolarisation auf -20mV bedingt einen B Kalium- bzw. Rubidium
getragenen Einwa¨rtsstrom.
4.5.2 Rubidiumtitration der PUFA-Inaktivierung
In diesem Abschnitt soll die Rubidiumkonzentration ermittelt werden, welche beno¨tigt
wird, um die durch Arachidonsa¨ure induzierte Inhibition des Kv3.1- (Abb.4.13) bzw.
Shaker-Kanals (nicht dargestellt) abzuschwa¨chen. Dafu¨r wurden in eine 120mM KCl-
Lo¨sung unterschiedliche Konzentrationen von RbCl-Lo¨sung titriert. Nach vollsta¨ndiger
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Inhibition der Kv3.1-Kana¨le durch 10µM AA in einer rubidiumfreien 120mM KCl-
Lo¨sung wurden aufsteigend unterschiedliche Rubidiumionen-Konzentrationen (500nM,
5µM, 50µM, 500µM und 5mM RbCl-Lo¨sung) appliziert. Es war verblu¨ffelnd zu sehen,
dass in Anwesenheit von 10µM AA 500nM RbCl-Lo¨sung ausreichten, um die Inhibition
dramatisch zu verlangsamen. Bei einer Durchflussrate von 6x106 Ionen pro Sekunde
wu¨rde das bedeuten, dass lediglich ca. 25 Rubidiumionen pro Sekunde den Selektivi-
ta¨tsfilter passieren mu¨ssen, um diesen nachhaltig zu stabilisieren. Die Abschwa¨chung
der Inaktivierung erfolgte a¨hnlich dem Einwasch von AA und erreichte seine maximale
Wirkung nach etwa 30s. Nach Applikation ho¨herer RbCl-Konzentrationen (5µM-5mM)
konnte die Inhibition nicht weiter abgeschwa¨cht werden.
Die Abschwa¨chung der AA-Inaktivierung durch niedrige Rubidiumkonzentrationen
(5µM-5mM) war generell sehr variabel und konnte ha¨ufig bei vollsta¨ndigen AA-Inakti-
vierungen der Kv-Kana¨le nicht beobachtet werden. Erst bei sehr hohen kaliumfreien
Rubidiumkonzentrationen (120mM RbCl-Lo¨sung) wurde die Inaktivierung durch AA
unabha¨ngig von der AA-Konzentration verlangsamt (Abb.4.10). Diese Pha¨nomene bzw.
Zusammenha¨nge wurden allerdings nicht weiter untersucht.
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Abbildung 4.13:Rubidiumtitration der Arachidonsa¨ure-Inaktivierung am Kv3.1-
Kanal.
In eine 120mM intrazellula¨re KCl-Lo¨sung wurden in stetiger Anwe-
senheit von 10µM AA unterschiedliche Konzentrationen RbCl-Lo¨sung
hinzugegeben. Die Abschwa¨chung der Inhibition erfolgte bereits bei einer
Konzentration von 500nM RbCl-Lo¨sung intrazellula¨r schrittweise nach
repetitiver Aktivierung der Kv3.1-Kana¨le und konnte durch die Zugabe
ho¨herer Konzentrationen RbCl-Lo¨sung (5µM-5mM) nicht mehr versta¨rkt
werden.
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4.6 Vergleich der PUFA- und
”
C-type“
Inaktivierung
4.6.1 Extrazellula¨re Kaliumionen und TEA haben keinen
Einfluss auf die PUFA-Inaktivierung
In der Literatur ist seit langem beschrieben, dass sowohl hohe Konzentrationen extra-
zellula¨ren Kaliums (Hoshi et al., 1990; Lopez-Barneo et al., 1993) als auch extrazella¨ren
TEAs die
”
C-type“ Inaktivierung der Shaker-Kana¨le abschwa¨cht (Grissmer and Caha-
lan, 1989; Choi et al., 1991; Molina et al., 1997).
In Abbildung 4.14A ist die
”
C-type“ Inaktivierung von Shaker-Kana¨len mit extrazellula¨r
0mM Kaliumlo¨sung und 120mM Kaliumlo¨sung nach Depolarisation der Membran auf
+40mV u¨ber 5s dargestellt. Es wird ersichtlich, dass die Shakerkana¨le mit 120mM
Kaliumlo¨sung deutlich langsamer inaktivieren. Nun soll getestet werden, ob auch die
PUFA-Inaktivierung durch eine extrazellula¨re kaliumfreien Lo¨sung beeinflusst werden
kann. Nach Applikation von 50µM AA erfolgte die Inhibition der Shaker-Kana¨le sowohl
bei 120mM Kaliumlo¨sung (tau=6,5ms) als auch 0mM Kaliumlo¨sung (tau=7ms) gleich
schnell und vollsta¨ndig (n=3) (Abb.4.14B). Die extrazellula¨re Kaliumkonzentration hat
somit keinen Einfluss auf die PUFA-Inaktivierung.
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Abbildung 4.14: Beeinflussbarkeit der PUFA-Inaktivierung am Shaker-Kanal in
einer kaliumfreien extrazellula¨ren Lo¨sung.
A
”
C-type“-Inaktivierung und B PUFA-Inaktivierung der Shaker-
Kana¨le bei 0mM K+ und 120mM K+ in der Pipettenlo¨sung.
Die Verlangsamung der
”
C-type“ Inaktivierung bei einer hohen
extrazellula¨ren Kaliumionenkonzentration ist deutlich erkennbar. Die
PUFA-Inaktivierung hingegen ist schnell und vollsta¨ndig. Zur Aktivierung
der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (A 5s und B 400ms) von -
80mV auf +40mV bei intrazellula¨ren Kaliumverha¨ltnissen von 120mM
KCl-Lo¨sung.
In folgendem Teilabschnitt soll untersucht werden, ob extrazellula¨res TEA die PUFA-
Inaktivierung beeinflusst. Fu¨r diese Experimente wurde eine 120mM KCl-Lo¨sung als
Pipettenlo¨sung jeweils mit und ohne 60mM TEA verwendet. Um die partielle Blo-
ckade der Shaker-Kana¨le prozentual abzuscha¨tzen, wurden jeweils 2 Messungen in
Anwesenheit- und Abwesenheit von 60mM TEA in der Pipettenlo¨sung pro Oocy-
te durchgefu¨hrt. Nach Abgleich der Messungen an mehreren Oocyten (n=4) konn-
ten durch 60mM extrazellula¨res TEA durchschnittlich 48,2% +/- 6,5% der Shaker-
Kana¨le in einem
”
inside-out“ Patch blockiert werden (MacKinnon and Yellen, 1990). In
Abbildung 4.15 sind die durch extrazellula¨res TEA partiell blockierten Auswa¨rtstro¨me
auf die Stromgro¨ße in Abwesenheit des Blockers normalisiert. Nach Applikation von
30µM AA betrug das tau 12ms +/- 4,3ms. In Anwesenheit von 60mM TEA und AA
vera¨nderte sich das tau nicht (tau=11ms +/- 0,8ms). Extrazellula¨res TEA hat somit
keinen Einfluss auf die PUFA- Inaktivierung.
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Abbildung 4.15: Wirkung extrazellula¨ren TEAs auf die PUFA-Inaktivierung am
Shaker-Kanal.
A Abschwa¨chung der endogenen Inaktivierung der Shakerkana¨le durch
60mM extrazellula¨res TEA. B Inaktivierung der Shaker-Kana¨le mit 30µM
AA in Anwesenheit (tau=10ms) und Abwesenheit (tau=9ms) von 60mM
extrazellula¨ren TEAs. Eine Verlangsamung der PUFA-Inaktivierung
nach TEA-Applikation ist nicht erkennbar. Die durch extrazellula¨res
TEA partiell blockierten Auswa¨rtsstro¨me wurden auf die Stromgro¨ße
in Abwesenheit des Blockers normalisiert. Zur Aktivierung der Kana¨le
erfolgte ein Spannungssprung von -80mV auf +40mV bei symmetrischen
Kaliumverha¨ltnissen mit 120mM KCl-Lo¨sung.
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4.6.2 Mutation T449Y/V am Shaker-Kanal hat keinen
Einfluss auf die PUFA-Inaktivierung
Im Rahmen der
”
C-type“ Inaktivierung kommt es vor allem am Shaker-Kanal zu Kon-
formationsa¨nderungen am Selektivita¨tsfilter und im Bereich der extrazellula¨ren Pore.
Die Inaktivierungskinetik der
”
C-type“ Inaktivierung kann durch Punktmutationen des
Threonin an der Stelle 449 in der extrazellula¨ren Porenregion im Shaker-Kanal vera¨n-
dert werden (Lo´pez-Barneo et al., 1993). Durch das Einfu¨hren der Aminosa¨ure Valin
(Abb.4.16A) oder Tyrosin an genannter Stelle wird die
”
C-type“ Inaktivierung nahezu
vollsta¨ndig verhindert. Die PUFA-Inaktivierung (50µM AA) des Wildtyps (tau=8,5ms)
und der Mutanten T449V (tau=7ms) und T449Y (tau=7,5ms) erfolgt hingegen in einer
kaliumfreien Pipettenlo¨sung gleichermaßen schnell (n=2) (Abb.4.16B). Diese Ergeb-
nisse implizieren, dass die
”
C-type“ Inaktivierung und die PUFA-Inaktivierung unter-
schiedliche Inaktivierungsmechanismen in der Porenregion von Kv-Kana¨len darstellen.
Abbildung 4.16: PUFA-Inaktivierung nach den Punktmutationen T449V/Y in
der extrazellula¨ren Porenregion des Shaker-Kanals.
A Starke Verlangsamung der
”
C-type“ Inaktivierung bei 0mM K+ in der
Pipettenlo¨sung am T449V des Shaker-Kanals. B PUFA-Inaktivierung des
WT und der T449V bzw. T449Y bei 0mM extrazellula¨ren Kaliums im
Vergleich. Die Inhibierung ist gleichermaßen potent. Zur Aktivierung der
Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (A 5s und B 400ms) von -80mV auf
+40mV bei intrazellula¨ren Kaliumverha¨ltnissen von 120mM KCl-Lo¨sung.
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4.7 Vielzahl von hydrophoben Substanzen
induzieren eine rubidiumabha¨ngige
Inaktivierung
In diesem Abschnitt sollen unterschiedliche hydrophobe Substanzen vorgestellt werden,
welche der Arachidonsa¨ure strukturell mehr oder weniger a¨hneln und ebenfalls eine
rubidiumabha¨ngige Inhibition des Kv3.1-Kanals induzieren.
Zu Beginn sollen die Lysophospholipide und deren Wirkung auf den Kv3.1- und Shaker-
Kanal untersucht werden. Die Lysophospholipide u.a. Lysophosphatidylcholin (LPC)-
und inositol (LPI) werden durch die Aktivita¨t der Phospholipase A2, welche die Phos-
pholipide an der zweiten Glyzerinesterbindung spaltet, aus der Lipiddoppelmembran
neben der Arachidonsa¨ure freigesetzt. In den Experimenten wurde LPC und LPI ver-
wendet, welches vorwiegend aus gesa¨ttigten Fettsa¨uren wie Stearin- und Palmitinsa¨ure
sowie zu einem kleinen Teil aus O¨lsa¨ure bestand. Um die verwendeten Substanzen in
Lo¨sung bringen zu ko¨nnen musste Chloroform verwendet werden, welches jedoch selbst
Kaliumkana¨le (Correa, 1998) beeinflussen kann. Daher wurde vor jeder Applikation
der Lysophospholipide Chloroform eingewaschen und somit die Wirkung beider diffe-
renzieren zu ko¨nnen. LPC (Abb.17A+B) und LPI (nicht dargestellt) inaktivierten die
Kv3.1-Kana¨le nach Applikation von jeweils 20µM. Eine Rubidiumabha¨ngigkeit war bei
beiden Substanzen zu beobachten.
Auch Shaker-Kana¨le zeigen nach Applikation von 30µM LPC eine deutliche Inakti-
vierung. Abbildung 17C zeigt die LPC-induzierte Inaktivierung nach Inhibition durch
unterschiedliche intrazellula¨re TEA-Konzentrationen (1, 2 und 12mM). A¨hnlich der
AA-Inaktivierung fu¨hrt die TEA-Inhibiton konzentrationsabha¨ngig zu einer Verlang-
samung der durch LPC-induzierten Inaktivierung.
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Abbildung 4.17: Beeinflussbarkeit der LPC-Inaktivierung durch Rubidium und
intrazellula¨res TEA am Kv3.1- bzw. Shaker-Kanal.
A Strukturformel des Lysophosphatidylcholin (LPC). B Inaktivierung
des Kv3.1-Kanals mit 20µM LPC. In Anwesenheit von intrazellula¨ren
Rubidiumionen ist diese deutlich verlangsamt. C Abschwa¨chung der durch
30µM LPC-induzierten Inaktivierung der Shakerkana¨le in Abha¨ngigkeit
der durch TEA-blockierten Kana¨le mit 1, 2 und 12mM TEA nach
Anpassung der Reststro¨me an die initiale Stromgro¨ße. Zur Aktivierung
der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (400ms) von -80mV auf +40mV
bei einer extrazellula¨ren 120mM KCl-Lo¨sung.
Im Weiteren wurden der Arachidonsa¨ure strukturell a¨hnliche PUFA untersucht. Das
Arachidonoyl-CoA (nicht dargestellt) und das Anandamid (Ethanolamin der Arachi-
donsa¨ure) (Abb.4.18A+C) (Oliver et al., 2004) inaktivierten den Kalium getragenen
Auswa¨rtsstrom der Kv3.1-Kana¨le nach Applikation von jeweils 20µM schnell und voll-
sta¨ndig. Die Experimente mittels 120mM intrazellula¨rer RbCl-Lo¨sung zeigten eine
starke Abschwa¨chung der PUFA-Inaktivierung.
Zum Ende wurde die Wirkung der Steroide O¨strogen (Abb.4.18B+D), ein Sexualhor-
mon, und Genistein (nicht dargestellt), aus der Gruppe der Isoflavone und ein Inhibitor
von Tyrosinkinasen und Topoisomerasen II, auf den Kv3.1-Kanal untersucht. Beide
Substanzen sind in der Literatur bereits als Kv-Kanalinhibitor (u.a. Kv1.3- und Kv2.1-
Kanal) beschrieben worden (Zhang et al., 2004; Teisseyre and Michalak, 2005). Obwohl
sich beide Substanzen strukturell grundlegend von den Fettsa¨uren unterscheiden genu¨-
gen erstaunlicherweise in den durchgefu¨hrten Experimenten am Kv3.1-Kanal jeweils
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20µM um die Kana¨le zu inaktivieren. Im Vergleich zur PUFA-Inaktivierung fa¨llt diese
jedoch weniger potent aus. Eine Abschwa¨chung der Inhibition nach Austausch der
intrazellula¨ren Kaliumionen gegen Rubidiumionen wird auch bei diesen Substanzen
deutlich.
Abbildung 4.18:Rubidiumabha¨ngigkeit verschiedener Substanzen am Kv3.1-
Kanal.
Strukturformeln der untersuchten Substanzen A Anandamid und
B O¨strogen. Beide Substanzen inaktivieren den Kv3.1-Kanal nach
Applikation von jeweils 20µM in einer 120mM KCl-Lo¨sung intrazellula¨r.
Das C Anandamid inhibiert die Kana¨le im Vergleich zum D O¨strogen
potenter. Nach Wechsel des Barrels in eine 120mM RbCl-Lo¨sung
verlangsamt sich die Inaktivierung innerhalb eines Impulses von 600ms
dramatisch. Die Messungen wurden an jeweils einem Patch durchgefu¨hrt.
Zur Aktivierung der Kana¨le erfolgte ein Spannungssprung (400ms) von
-80mV auf +40mV bei einer extrazellula¨ren 120mM KCl-Lo¨sung.
Allen getesteten Substanzen gemein ist lediglich die Hydrophobie bei chemisch teil-
weise grundlegend verschiedener Struktur. Trotzdem inaktivieren alle Kv3.1- und/oder
Shaker-Kana¨le. Die Inaktivierung ist rubidiumabha¨ngig und wird durch TEA abge-
schwa¨cht. Vermutlich genu¨gt eine hydrophobe Struktur der Substanzen, um in die
Kavita¨t einzudringen und dort unspezifische Interaktionen mit den Aminosa¨uren im
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Bereich der S6-Segmente einzugehen, welche u¨ber einen allosterischen Mechanismus
an der Pore zum Schließen des Kanals fu¨hren. Genaue Angaben u¨ber Aufbau und
Eigenschaften, die die Substanzen aufweisen mu¨ssen, um in Kv-Kana¨len eine rubi-
diumabha¨ngige Inaktivierung auszulo¨sen, ko¨nnen derzeit jedoch noch nicht gemacht
werden.
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5 Diskussion
In dieser Arbeit sind zwei hypothetischeWirkmechanismen der durch PUFA-induzierten
Inhibition spannungsabha¨ngiger Kaliumkana¨le (Shaker- Kv.2.1- und Kv3.1-Kanal)
untersucht worden. In zwei Arbeiten wurde ku¨rzlich vorgeschlagen, dass PUFA direkt
in der Pore binden und diese dadurch blockieren (Decher et al., 2010; Moreno-Galindo
et al., 2010). Dies steht im Widerspruch zu dem von Oliver et al., 2004 postulierten
Wirkmechanismus, welcher von einem PUFA-induzierten Inaktivierungsmechanismus
im Bereich des Selektivita¨tsfilters ausgeht.
5.1 Neues Konzept des Wirkmechanismus der
PUFA-Inaktivierung
Meine Ergebnisse zeigen, dass PUFA von der intrazellula¨ren Seite wirken. Fu¨r diese
Experimente verwendete ich das AA-CoA, welches im Gegensatz zur AA die Membran
nicht permeieren kann. AA-CoA inaktivierte die Kv3.1-Kana¨le nur nach intrazellula¨rer
und nicht nach extrazellula¨rer Applikation. AA ist membranpermeabel und induzierte
daher von beiden Seiten eine Inaktivierung der Kv-Kana¨le (Oliver et al., 2004).
Desweiteren fu¨hren PUFA, a¨hnlich wie
”
open-channel“ Blocker (Armstrong, 1971), zu
einer Verlangsamung der Deaktivierungsrate. Vermutlich binden PUFA in der Pore
und verhindern somit den Verschluss des
”
activation gates“, was zuna¨chst eine
”
open-
channel“ Blockade durch PUFA impliziert. Dieses Pha¨nomen wird in der Literatur als
”
foot in the door“ Pha¨nomen bezeichnet.
Zudem konnte ich zeigen, dass die PUFA-Inaktivierung durch intrazellula¨res TEA an
Shaker- und Kv2.1-Kana¨len aufgehoben wird. Dieses Ergebnis ist in der Publikation von
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Nils Decher (Decher et al., 2010) eingegangen bei der ich Koautor bin. Auf die PUFA-
Inaktivierung von Kv3.1-Kana¨len hat TEA, wie Oliver et al., 2004 bereits publizierten,
hingegen keinen Einfluss. Diese Ergebnisse konnte ich besta¨tigen (in der Arbeit nicht
dargestellt). Eine mo¨gliche Erkla¨rung ist die differierende Aminosa¨urefolge im Selekti-
vita¨tsfilter (TXGYG). Anstelle des Valins in der Pore des Shaker- und Kv2.1-Kanals
(TVGYG) befindet sich im Kv3.1-Kanal die Aminosa¨ure Leucin (TLGYG). Dieser
Austausch setzt vermutlich die TEA-Empfindlichkeit der Kv3.1-Kana¨le so herab, dass
es die PUFA-Inaktivierung nicht mehr abschwa¨chen kann.
Der Antagonismus von TEA- und PUFA-Inhibition der Shaker- und Kv2.1-Kana¨le
ko¨nnte bedeuten, dass TEA und PUFA um eine gemeinsame Bindungsstelle in der
Pore kompetitieren. Diese Ansicht teile ich mittlerweile nicht mehr.
Meine Untersuchungen u¨ber die Wirkung verschiedener TEA-Derivate auf die PUFA-
Inaktivierung unterstu¨tzen einen anderen Mechanismus. So konnte ich zeigen, dass
la¨ngerkettige TEA-Derivate u.a. Butyl- und Hexyltriethylammonium (C4- und C6-
TEA) nahezu keine Wirkung auf die Geschwindigkeit der PUFA-Inaktivierung haben,
obwohl sie mit ho¨herer Affinita¨t als TEA in der Pore binden. Dieser Unterschied
zwischen z.B. TEA und C4-TEA wird versta¨ndlich, wenn man annimmt, dass PUFA
die Permeation nicht blockieren, sondern einen Inaktivierungsmechanismus am Selek-
tivita¨tsfilter auslo¨sen, wie dies von Oliver et al., 2004 postuliert wird.
Es ist zudem bekannt, dass TEA durch Interaktionen mit dem Selektivita¨tsfilter die
”
C-type“ Inaktivierung verlangsamt (Baukrowitz and Yellen, 1996). C4-TEA hat hin-
gegen keine Wirkung auf die
”
C-type“ Inaktivierung, weil die hydrophobe Butylkette
die Kopfgruppe vom Selektivita¨tsfilter wegzieht.
Auch Experimente mit der Punktmutante T441S des Shaker-Kanals zeigen, dass TEA
bei ca. 10fach verringerter Affinita¨t der Kopfgruppe keinerlei Wirkung mehr auf die
”
C-type“ (Baukrowitz and Yellen, 1996)- und PUFA-Inaktivierung hat.
Die Analogie der Wirkung von verschiedenen TEA-Derivaten (nicht nur vom
C4-TEA) auf die
”
C-type“ Inaktivierung und PUFA-Inaktivierung ist im Abschnitt
1 bzw. 4 ausfu¨hrlich dargestellt. Dies impliziert, dass TEA nicht mit PUFA um eine
Bindungsstelle kompetiert. Eine
”
open-channel“ Blockade durch PUFA scheint damit
unwahrscheinlich. Vermutlich lo¨sen PUFA einen Inaktivierungsmechanismus am Selek-
tivita¨tsfilter aus.
74
Diese Annahme unterstreicht das Konzept von Oliver et al., 2004, welches im
Wesentlichen auf der Wirkung von Rubidiumionen (und anderen Ionen) auf die PUFA-
Inaktivierung basiert. Die Permeation von Rubidiumionen fu¨hrt na¨mlich zu einer dra-
matischen Abnahme der PUFA-Inaktivierung. Ursa¨chlich ist am ehesten eine Stabili-
sierung des Selektivita¨tsfilters durch Rubidiumionen. Die Wirkung von Rubidiumionen
habe ich ebenfalls auf die AA-Inaktivierung untersucht. Ich konnte zeigen, dass alle
untersuchten Kv-Kana¨le (Shaker-, Kv2.1- und Kv3.1-Kanal) mit Rubidiumionen im
Selektivita¨tsfilter kaum noch auf AA reagieren. Die dafu¨r beno¨tigte Rubidiumkon-
zentration in einer 120mM KCl-Lo¨sung betra¨gt erstaunlicherweise nur 500nM (RbCl-
Lo¨sung). D.h. bei einer Durchflussrate eines Kv-Kanals von etwa 6x106 pro Sekunde
passieren rechnerisch ca. 25 Rubidiumionen pro Sekunde den Selektivita¨tsfilter. Oder
anders ausgedru¨ckt: Die Verweildauer pro Ion im Selektivita¨tsfilter betra¨gt 0,0001ms.
Binnen einer Sekunde wird der Kv-Kanal also lediglich alle 40ms von einem Rubidiu-
mion durchstro¨mt. Innerhalb dieses Zeitabschnittes passieren allerdings ca. 240.000
Kaliumionen den Selektivita¨tsfilter. Eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r dieses Pha¨nomen
wa¨re, dass ein Rubidiumion die Struktur des Selektivita¨tsfilters nachhaltig vera¨ndert
und diesen somit stabilisiert. Diese Annahme ist jedoch rein spekulativ.
Desweiteren habe ich die Konzentrationsabha¨ngigkeit der AA-Inaktivierung der ge-
nannten Kv-Kana¨le untersucht und konnte besta¨tigen, dass die Kv3.1-Kana¨le bereits
bei sehr niedrigen Konzentrationen AA (200nM-1µMAA) nahezu vollsta¨ndig inaktivie-
ren (Oliver et al., 2004). Die Shaker- und Kv2.1-Kana¨le hingegen bedu¨rfen Konzentratio-
nen von ca. 50µM AA, um a¨hnlich potent inaktivierend zu wirken. Eine Erkla¨rung
hierfu¨r kann derzeit nicht erfolgen. Im Rahmen weiterer Arbeiten besteht die Mo¨glichkeit
durch Sequenzvergleiche und Mutagenese, die Aminosa¨uren zu identifizieren, welche fu¨r
die Empfindlichkeitsunterschiede verantwortlich sind.
Zudem habe ich die Wirkung von Rubidiumionen auf
”
klassische“
”
open-channel“ Blocker
(C10-TEA und AVEO118) untersucht. Ich konnte zeigen, dass die Permeation von
Rubidiumionen keinen Einfluss auf die Wirkung von
”
open-channel“ Blockern hat,
wodurch das Konzept von Oliver et al., 2004 zusa¨tzlich unterstu¨tzt wird.
Meine Ergebnisse implizieren ein neuartiges Konzept der PUFA-Inaktivierung. Die
Lokalisation der Bindungsstelle von PUFA in der Kavita¨t unterhalb des Selektivita¨tsfil-
ters ist sehr gut durch Mutagenesedaten unterlegt (Decher et al., 2010). So konnte
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Decher et al., 2010 zeigen, dass Mutationen von hydrophoben Aminosa¨uren, die die
Porenkavita¨t auskleiden, die AA-Empfindlichkeit abschwa¨chen. Punktmutationen der
Pore abgewandten Aminosa¨urereste hingegen verhinderten die PUFA-Inaktivierung
nicht.
Wir mu¨ssen daher davon ausgehen, dass PUFA in der Kavita¨t unterhalb des Selektivi-
ta¨tsfilters binden. Die Rubidiumabha¨ngigkeit und die Wirkung von intrazellula¨rem
TEA implizieren jedoch, dass PUFA die Permeation nicht blockieren, sondern vermut-
lich mit der Porenwand interagieren und dabei den Permeationsweg freihalten. Durch
Interaktionen mit den Aminosa¨uren unterhalb des Selektivita¨tsfilters (am terminalen
S6-Segment) induzieren sie dann eine Destabilisierung des Selektivita¨tsfilters, wodurch
die Permeation unterbrochen wird. Dieses Konzept, dass hydrophobe Substanzen
(PUFA) in die Pore eindringen, diese aber nicht blockieren, sondern einen allosterischen
Inaktivierungsmechanismus induzieren, ist neuartig.
Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte ich daher verschiedenste hydrophobe Substanzen,
welche alle einen rubidiumabha¨ngigen allosterischen Inaktivierungsmechanismus in
Kv-Kana¨len induzierten. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Kv-Kanal inakti-
vierendenWirkung vom Lysophosphatidylcholin- und inositol, welche neben der Arachi-
donsa¨ure Hydrolyseprodukte der Phospholipase A2 sind und daher von (patho)physiolo-
gischer Bedeutung sein ko¨nnten. Mit anderen Worten: Die Hydrolyseprodukte der
PLA2, d.h. die AA und das LPC induzieren eine Inaktivierung in Kv-Kana¨len. Der
Anteil der Einzelkomponenten auf die Gesamtwirkung der Kv-Kana¨le ist gegenwa¨rtig
nicht bekannt und bedarf weiterer Forschung.
5.2 Vergleich
”
C-type“ Inaktivierung und
PUFA-Inaktivierung
Die
”
C-type“- und PUFA-Inaktivierung fu¨hren beide zum Kollaps der Pore und somit
zur Unterbrechung der Ionenpermeation und sollen daher im folgenden Abschnitt mit-
einander verglichen werden.
Sowohl die
”
C-type“ Inaktivierung (Baukrowitz and Yellen, 1996) als auch die PUFA-
Inaktivierung werden stark durch intrazellula¨res TEA abgeschwa¨cht. Wie bereits erla¨u-
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tert, stabilisiert TEA durch Interaktion mit der Aminosa¨ure T441 des Shaker-Kanals
den Selektivita¨tsfilter. Die Wirkung langkettiger TEA-Derivate, deren Alkylketten zu-
nehmend sta¨rker mit den S6-Segmenten interagieren, ist bei beiden Inaktivierungsme-
chanismen aufgehoben. Auch nach der Punktmutation T441S am Shaker-Kanal konnte
weder die
”
C-type“ Inaktivierung noch die PUFA-Inaktivierung durch TEA beeinflusst
werden.
Dem entgegen stehen verschiedene Unterschiede beider Inaktivierungsmechanismen.
Die
”
C-type“ Inaktivierung wird beispielsweise durch hohe Konzentrationen extrazel-
lula¨ren Kaliums (Hoshi et al., 1990; Lopez-Barneo et al., 1993) abgeschwa¨cht.
Die PUFA-Inaktivierung hingegen kann durch die Ionenzusammensetzung zum Beispiel
extrazella¨re Kaliumkonzentration nicht beeinflusst werden.
Entscheidend ist die Stromrichtung und somit das Ion, welches sich gerade im Selek-
tivita¨tsfilter befindet. Kationen wie das Rubidium (1.48A˚) und Ca¨sium (1.69A˚) mit
gro¨ßeren Atomradien und demzufolge differierenden Verteilungswahrscheinlichkeiten
an den Ionenbindungsstellen im Selektivita¨tsfilter als Kalium (1.33A˚) und Thallium
(1.4A˚) schwa¨chen die PUFA-Inaktivierung der Kv-Kana¨le deutlich ab (Oliver et al.,
2004). Mit Hilfe der Kristallstruktur des KcsA-Kanals konnte die relative Verteilung
der genannten Ionen im Selektivita¨tsfilter mit der Sequenz TVGYG bestimmt werden.
Durchschnittlich sind 2 der 4 Ionenbindungsstellen zu einem bestimmten Zeitpunkt
besetzt. Folgende Konfigurationen sind mo¨glich: Kaliumion-Wasser-Kaliumion-Wasser
(1-3 Konfiguration) undWasser-Kaliumion-Wasser-Kaliumion (2-4 Konfiguration). Dar-
aus ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit von 50%, dass eine Bindungsstelle von einem
Kaliumion besetzt wird. Diese Konfigurationen stabilisieren den Filter und erhalten ein
Ladungsgleichgewicht. Kalium- und Thalliumionen verteilen sich relativ gleichma¨ßig
u¨ber die 4 Bindungsstellen im Selektivita¨tsfilter. Rubidium- und Ca¨siumionen belegen
aufgrund ihres gro¨ßeren Atomradius nur 3 Bindungsstellen mit ho¨herer Wahrscheinlich-
keit (Position 1, 3 und 4) (Zhou and MacKinnon, 2003). Dies hat zum einen Einfluss
auf die Durchflussraten und zeigt zum anderen, dass Rubidium- und Ca¨siumionen im
Vergleich zu Kaliumionen auf unterschiedliche Art undWeise mit dem Selektivita¨tsfilter
interagieren, was sich rein hypothetisch auf die PUFA-Inaktivierung auswirken kann.
Atomare Details sind bisher jedoch unklar.
Diese starke Ionenabha¨ngigkeit konnte bei der
”
C-type“ Inaktivierung nicht beobachtet
77
werden. Unvero¨ffentlichte Daten von T. Baukrowitz zeigen, dass die
”
C-type“ Inakti-
vierung durch Rubidiumionen nicht aufgehoben werden kann.
Zudem ist bekannt, dass extrazellula¨res TEA die
”
C-type“ Inaktivierung (Grissmer and
Cahalan, 1989; Choi et al., 1991; Molina et al., 1997) abschwa¨cht.
Auf die PUFA-Inaktivierung hat extrazellula¨res TEA anhand meiner Ergebnisse jedoch
keinen Einfluss.
ImWeiteren sind Aminosa¨uren im a¨ußeren Bereich der Pore identifiziert worden, welche
die Inaktivierungskinetik der
”
C-type“ Inaktivierung maßgeblich beeinflussen (Lopez-
Barneo et al., 1993). Die Inaktivierungsrate kann u.a. durch das Einfu¨hren von Arginin,
Lysin, Glutamat oder Alanin an der Stelle T449 des Shaker-Kanals beschleunigt und
durch Valin oder Tyrosin entsprechend verlangsamt werden. Im Rahmen der
”
C-type“
Inaktivierung kommt es also zu strukturellen Vera¨nderungen im extrazellula¨ren Bereich
der Pore.
Ich konnte zeigen, dass die PUFA-Inaktivierung durch Punktmutationen im extrazel-
lula¨ren Bereich der Pore nicht beeinflusst werden kann. Die Wirkung von PUFA auf
die Mutanten T449V- sowie T449Y des Shaker-Kanals bei 0mM K+ extrazellula¨r war
gleichermaßen potent wie bei Experimenten mit dem Wildtyp.
Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass der extrazellula¨re Bereich
der Pore im Rahmen der PUFA-Inaktivierung wahrscheinlich nicht eingebunden ist.
Vermutlich beschra¨nkt sich die PUFA-Inaktivierung auf einen Bereich des Selektivita¨ts-
filters. Dies wird unterstu¨tzt durch die starke Abha¨ngigkeit der PUFA-Inaktivierung
vom permeierenden Ion.
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6 Schlussfolgerung
PUFA binden von intrazellula¨r in der Kavita¨t unterhalb des Selektivita¨tsfilters und
interagieren dort mit hydrophoben Aminosa¨uren im S6-Segment. Diese Interaktion
induziert dabei u¨ber einen allosterischen Mechanismus eine Konformationsa¨nderung im
Selektivita¨tsfilter, welcher zum Porenkollaps der Kv-Kana¨le fu¨hrt. Die Hypothese einer
”
open-channel“ Blockade durch PUFA konnte experimentell nicht besta¨tigt werden.
Bei der
”
C-type“ Inaktivierung und PUFA-Inaktivierung handelt es sich um zwei ver-
schiedene Inaktivierungsmechanismen im Bereich der Pore von Kv-Kana¨len. Wa¨hrend
bei der
”
C-type“ Inaktivierung der a¨ußere Bereich der Pore eingebunden ist, induzieren
PUFA wahrscheinlich eine Konformationsa¨nderung im Bereich des Selektivita¨tsfilters.
Details der Interaktionen der PUFA mit der Pore und deren daraus resultierende
strukturelle Vera¨nderung ist gegenwa¨rtig unklar. Letztlich wird eine Kristallstruktur
mit inkorporierten PUFA notwendig sein, um diesen Inaktivierungsmechanismus auf
atomarem Niveau zu verstehen.
Viele andere hydrophobe Substanzen mit unterschiedlichster Struktur (u.a. Ananda-
mid, LPC, O¨strogen) induzieren einen rubidiumabha¨ngigen allosterischen Inaktivie-
rungsmechanismus der Kv-Kana¨le. Der etablierte Wirkmechanismus der PUFA scheint
damit nicht auf die Gruppe der mehrfach ungesa¨ttigten Fettsa¨uren beschra¨nkt zu sein.
Die Voraussetzungen u.a. Aufbau und Eigenschaften, die eine Substanz erfu¨llen muss,
um einen Kv-Kanal potent zu inhibieren, bedu¨rfen weiterer Forschung.
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